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RESUMO

Inflamacédo é um mecanismo de defesa do corpo a lesdo tecidual e ocorre como uma resposta defensiva,
gue desencadeia profundas adaptacGes fisioldgicas numa tentativa de limitar os danos no tecido e
remover o0 agente patogénico. Os farmacos comumente utilizados no tratamento de condicOes
inflamatdrias estdo associados ao aparecimento de efeitos adversos graves como Ulceras
gastrointestinais, hemorragias e distdrbios renais, efeitos cardiovasculares e trombose. Os produtos
naturais e seus derivados sdo muito utilizados para o tratamento de diversas patologias, dentre elas para
o alivio da dor e inflamacédo, um desses derivados naturais ,0 &cido vanilico, demonstrou possuir efeitos
anti-inflamatdrios e antioxidantes onde atua diminuindo o recrutamento neutrofilico e o estresse
oxidativo. Diante disso, o composto vanilato de Isopropila (ISP-VT) foi fomulado a partir da estrutura
quimica do &cido vanilico. O objetivo do presente trabalho foi investigar a atividade anti-inflamatoria,
antioxidante e antipirética e potencial toxico do ISP-VT . A atividade anti-inflamatoria do ISP-VT foi
avaliada pela medigao de edema de pata induzido por diferentes agentes inflamatorios, anélise de imuno-
histoquimica e ensaio de inibigcdo de Ciclooxigenases-1 e Ciclooxigenase-2 (COXs), além de avaliagdo
da atividade antipirética no modelo de febre por levedura. No modelo de peritonite, foi analisada a
permeabilidade, contagem total e diferencial de leucdcitos, a atividade da enzima mieloperoxidase
(MPO), a migracéo celular com o uso de microscopia intra-vital, os niveis de citocinas fator de necrose
tumoral-alfa (TNF-a),0s niveis de interleucina-6 (IL-6), A atividade antioxidante foi realizada com
testes in vitro, e ex vivo por analise de concentragdes de malondialdeido (MDA), as concentracdes de
nitrito (NO), os niveis da glutationa (GSH) e superdxido dismutase (SOD). Além disso, também foram
avaliadas a toxicidade gastrica e toxicidade aguda do ISP-VT. Como resultados, o pré-tratamento com
ISP-VT reduziu significativamente (P < 0,05) o edema da pata induzido pela carragenina, sulfato de
dextrana (DEX), composto 48/80, serotonina (5-HT), histamina (HIST), bradicinina (BK), e
prostaglandina E2 (PGE2). Além disso, também inibiu o recrutamento de leucdcitos e neutréfilos;
diminuindo sua a adesao e rolamento, reduziu a atividade da enzima MPO, reduziu os niveis de TNF-a
e IL-6, a permeabilidade vascular. ISP-VT, também foi efetivo em reduzir a imumomarcacdo de células
para a COX-2 no tecido da pata, e exibiu uma maior inibicdo para isoforma da enzima COX-2. Além
isso foi efetivo em diminuir as concentragdes de MDA e de nitrito, e manteve os niveis de GSH e SOD
no exsudado peritoneal, além da atividade no sequestro de radicais in vitro. ISP-VT foi efetivo ao
reduzir a febre causada por levedura. ISP-VT (100 mg/kg), diminuiu a lesdo gastrica e atividade de MPO
guando comparado ao grupo tratado com Indometacina (20 mg/kg). Nos testes de toxicidade o ISP-VT
ndo apresentou toxicidade em camundongos na dose mais alta testada e nenhuma alteragéo
comportamental ou clinica foi observada. Em conclusdo, estes dados mostram que ISP-VT reduz a
resposta inflamatdria através da inibicdo de eventos vasculares e celulares, por modular a migracao de
neutrdfilos, pela inibicdo da producdo de citocinas pré-inflamatérias, reducéo da febre e por reduzir o
estresse oxidativo, e que seu mecanismo principal é por atuar inibindo principalmente a COX-2.

Palavras-chave: inflamacéo, estresse oxidativo, febre, acido vanilico, vanilato de isopropila.



ABSTRACT

Inflammation is a defense mechanism of the body to tissue injury and occurs as a defensive response,
which triggers profound physiological adaptations in an attempt to limit tissue damage and remove the
pathogen. Drugs commonly used in the treatment of inflammatory conditions are associated with the
appearance of serious adverse effects such as gastrointestinal ulcers, bleeding and renal disorders,
cardiovascular effects and thrombosis. Natural products and their derivatives are widely used for the
treatment of several pathologies, among them for the relief of pain and inflammation, one of these
natural derivatives, vanillic acid, has been shown to have anti-inflammatory and antioxidant effects
where it works by reducing neutrophil recruitment and the oxidative stress. In view of this, the isopropyl
vanillate compound (ISP-VT) was synthesized from the chemical structure of vanillic acid. The
objective of the present work was to investigate the anti-inflammatory, antioxidant and antipyretic
activity of ISP-VT in mice and to evaluate their toxicity. The anti-inflammatory activity of the ISP-VT
was evaluated by the measurement of paw edema induced by different inflammatory agents,
immunohistochemical analysis and inhibition test of Cyclooxygenase-1 and Cyclooxygenase-2 (COXs),
as well as evaluation of antipyretic activity in the yeast fever model. In the peritonitis model,was
analyzed total and differential leukocyte count, myeloperoxidase enzyme activity (MPO), cell migration
with the use of intra-vital microscopy, tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) cytokines, interleukin-6 (IL-
6) levels, malondialdehyde (MDA) concentrations, concentrations levels of glutathione (GSH) and
superoxide dismutase (SOD). In addition, vascular permeability and gastric toxicity and acute toxicity
of ISP-VT were also evaluated. All in vivo tests were performed on Swiss mice. As a result, pre-
treatment with ISP-VT significantly reduced (p <0.05) carrageenan-induced paw edema, dextran sulfate
(DEX), compound 48/80, serotonin (5-HT), histamine (HIST ), bradykinin (BK), and prostaglandin E2
(PGE2). In addition, it also inhibited the recruitment of leukocytes and neutrophils; decreasing adhesion
and rolling, reduced MPO enzyme activity, reduced TNF-a and IL-6 levels, vascular permeability, MDA
and nitrite concentrations, and maintained GSH and SOD levels in the peritoneal exudate, in addition to
in vitro radical sequestration activity. ISP-VT, was also effective in reducing COX-2 cell
immunostaining in paw tissue, and exhibited a greater inhibition for the COX-2 enzyme isoform. ISP-
VT was effective in reducing fever caused by brewer's yeast. ISP-VT (100 mg / kg), decreased gastric
injury and MPO activity when compared to the indomethacin-treated group (20 mg / kg). In the toxicity
tests the ISP-VT showed no toxicity in mice at the highest dose tested and no behavioral or clinical
changes were observed. In conclusion, these data show that ISP-VT reduces the inflammatory response
by inhibiting vascular and cellular events, by modulating neutrophil migration, by inhibiting the
production of pro-inflammatory cytokines, reducing fever and by reducing oxidative stress, and that its
main mechanism is by acting primarily by inhibiting COX-2.

Keywords: inflammation, oxidative stress, fever, vanillic acid, isopropyl vanillate.
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1. INTRODUCAO

Inflamacdo é a resposta do corpo a estimulos nocivos tais como: infecgdes, traumas ou
lesGes. Consiste em um mecanismo defensivo, que induz profundas adaptaces fisioldgicas que
envolvem a ativagdo de uma série complexa de eventos desencadeados numa tentativa de
limitar os danos no tecido e remover o agente patogénico. Embora o processo inflamatorio seja
um mecanismo de defesa do organismo, os eventos complexos a agdo de mediadores envolvidos
nessa reacdo podem se perpetuar e agravar muitas doencas (GABAY; KUSHNER, 1999;
LALRINZUALI; VABEIRYUREILAL; JAGETIA, 2016).

Foi estimado, recentemente, que processos infecciosos e reacdes inflamatérias estdo
relacionados com 25% de todas as mortes por cancer. Além disso, tem sido demonstrado que o
processo inflamatdrio crénico pode estar relacionado diretamente ao dano do DNA
cromossdmico levando a mutagBes potencialmente cancerigenas, pois proporciona um
microambiente que facilita a transformacdo, angiogénse e metéstase de células. Esse processo
ocorre devido as quantidades excessivas de radicais livres e diminuicdo dos mecanismos
antioxidantes do organismo, levando ao estresse oxidativo, o qual tem sido associado a diversos
passos envolvidos na formagdo de tumores (VAN ESCH; KOOL; VAN, 2013; LAl et al., 2011,
TANIGUCHI; KARIN, 2018; MANTOVANI, 2018).

Por isso, apesar do processo inflamatdrio ser indispensavel para a homeostase do individuo,
os efeitos deletérios causados por essa resposta exigem, em determinados casos, a intervencao
farmacoteurapéutica. Os farmacos geralmente prescritos e que sdo capazes de interferir neste
processo reacional do organismo sdo: glicocorticéides ou anti-inflamatérios esteroidais (AIES)
e os anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES). No entanto, a utilizacdo desses medicamentos
geralmente esta associada a diversos efeitos secundarios graves. Nesse sentido, cita-se, por
exemplo, o uso dos corticosterdides que estdo associados ao surgimento da sindrome de
Cushing, além de outros efeitos adversos, tais como: hiperglicemia, aumento da
susceptibilidade a infeccdo e perturbacdes psiquiatricas (KUMAR et al., 2016).

A lesdo géstrica causada por AINEs tem sido geralmente associada com a inibigdo nédo
especifica de isoformas da cicloxigenase (COX), bloqueando assim a producéo de substancias
enddgenas responsaveis pela reepitelizacdo gastrica como, por exemplo, a inibicdo de
prostaglandinas (PGs), em especial a PGE2 (RAINSFORD, 1987). No entanto, outros
mecanismos tém sido propostos para contribuir para a toxicidade gastrointestinal induzida por

esse grupo de farmacos, que incluem alteracbes da microbiota intestinal, interferéncia no
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recrutamento de neutrofilos, desacoplamento da cascata de fosforilacdo oxidativa e
despolarizacéo do potencial de membrana (RAVEENDRAN et al, 2008; MIRAGLIA et al.,
2018).

Diante disso é de suma importancia a busca por alternativas terapéuticas que possuam
atividade anti-inflamatoria sem causar tantos efeitos deletérios como os dos atuais farmacos.
Desde os primordios da sociedade o reino vegetal tem sido uma fonte imprescindivel para a
descoberta de novas drogas, e os produtos naturais representam uma fonte importante para a
investigacdo destinada a descoberta de novas substancias com atividades farmacoldgicas.
Muitas pesquisas com produtos naturais tém guiado o desenvolvimento da quimica organica
levando a avancos em metodologias sintéticas, possibilitando a sintese de compostos com
estruturas quimicas andlogas aos produtos naturais, com isolamento da molécula biotiva
proporcionando menor toxicidade dessas moléculas (PATERSON; ANDERSON, 2005;
NEWMAN, 2008; GANESAN, 2008;CRAGG; NEWMAN, 2013; DAVID; WOLFENDER,
2015).

Dentre os produtos naturais os acido fendlicos vem se destacando pelos seus efeitos
plurifarmacolégicos e possuem uma gama de atividades tais como: bactericida, antiviral,
antialérgico, antitrombdtico, anticarcinogénico, hepatoprotetor, vasodilatador e anti-
inflamatério. (RUIZ-BARBA et al, 1990; KUJUMGIEV et al, 1999; NIJVELDT et al, 2001,
KRIS-ETHERTON et al, 2002; CAMPOS, 2015). Uma desses compostos que vem se
destacando € o acido vanilico onde estudos experimentais forneceram evidéncias de sua eficacia
em doencas cardiovasculares, gastrointestinais , doencas do figado e anti-inflamat6ria em
processos agudos. Onde ele atua inibindo a sintese de inimeros mediadores que se elevam
durante os processos inflamatérios e também pode atuar diretamente na peroxidacao lipidica
(ITOHET et al., 2009; KIM et al., 2010; KIM et al., 2011; LEAL et al., 2011; PRINCE;
RAJAKUMAR; DHANASEKAR, 2011; SEVGI, TEPE, SARIKURKCU, 2015; CALIXTO-
CAMPOS et al., 2015; DIANAT etal., 2016; VINOTHIYA E ASHOKKUMAR, 2017).

Diante de tais atividades do acido vanilico o vanilato de isopropila (ISP-VT), foi
formuladoo visando a sua atuagdo em de novos alvos farmacoldgicos. Para isso, a sintese foi
realizada promovendo modificagcbes quimicas em sua estrutura, como a adicdo de um
grupamento metil e um radical éster com a finalidade de melhorar sua atividade farmacoldgica.
Portanto, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o potencial anti-inflamatério antioxidante
e antipirético de um derivado semissintético do acido vanilico o vanilato de isopropila (ISP-
VT).
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 INFLAMACAO

O processo inflamatério € uma resposta protetora do organismo frente a estimulos
nocivos, é uma resposta defensiva, que desencadeia profundas adaptacées fisioldgicas numa
tentativa de limitar os danos no tecido e remover o agente patogénico (Figura 1). Tais
mecanismos envolvem uma serie complexa de eventos, incluindo a dilatacdo de arteriolas,
vénulas e capilares com aumento da permeabilidade vascular, exsudacao de fluidos, incluindo
as proteinas do plasma e a migracdo de leucocitos para o sitio inflamatorio, originando as
caracteristicas macroscopicas da inflamacdo conhecidos como sinais cardinais que sdo: dor,
rubor, calor, edema e perda de funcdo (MENKIN, 1956; LALRINZUALLI,
VABEIRYUREILAI; JAGETIA, 2016).

Figura 1. Causas e fatores fisiol6gicos e patolégicos da inflamacao.

| Infeccdo ‘ ’ Dano tecidual Estresse e mau funcionamento dos tecidos

L Inflamacao 7

" | Adaptagéo ao estresse,

restauragdo de um
Defesa do hospedeiro contra futuras estado homeostético
infecgbes Reparagao tecidual

Propésito Fisiolégico

Consequéncias patoldgicas

|

Aquifnunidadle.. Doencas devido ao \
|°5f° inflamatéria Fibrose, metaplasia e/ou crescimento tumoral desequilibrio homeostaticos,
tecidual e sepse. doengas autoinflamatérias ‘

Causas e fatores fisioldgicos e patoldgicos da inflamac&o. Dependendo do agente causador a resposta
inflamatéria tem um proposito fisiolégico e consequéncias patoldgicas diferente. (Adaptado e
modificado de MEDZHITOV, 2008).

Dessa forma, a resposta inflamatoria pode ser desencadeada por diversos estimulos, tais
como: de origem endogena (tecidos em necrose, estadiamento tumoral), exdgena oriunda de

infeccBes causadas por microrganismos, por traumas (contuso ou penetrante), agentes fisicos
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(queimaduras ou congelamento) e quimicos (radiagcdo e substancias quimicas ambientais)
(RAINSFORD, 2007; VENDRAMINI-COSTA; CARVALHO, 2012).

Com isso, na tentativa de promover reparo tecidual e frear a disseminacdo de uma
infeccdo, a resposta inflamatoria aguda se configura como um dos principais mecanismos
associados ao sistema imune inato. Além disso, vale a pena ressaltar a importancia da ativacdo
do Sistema Complemento. Sabe-se que, esse sistema é composto por trés vias compostas por
cascatas proteoliticas que culminam na formacdo de um Complexo de Ataque a Membrana
(MAC), bem como a perpetuacdo de cascatas inflamatorias. Duas vias do Complemento estao
associadas a imunidade inata, uma via alternativa, a via das lectinas; e a via associada a
imunidade adquirida humoral, denominada de via Classica. Esta Ultima, € iniciada pela
interacdo de Imunoglobulinas M e G (IgM e IgG, respectivamente) com antigenos.
(HORADAGODA, 1999; KHAN, F.A.; KHAN , 2010).

Entretanto, para a ativacdo e perpetuacdo da inflamacdo € necessario que ocorra 0
reconhecimento do agente agressor por componentes celulares, assim 0s receptores de
reconhecimento padrdo (PRRs), como os receptores Toll-Like (TLRS) e receptores do tipo
NOD-like (NLRs), sdo as moléculas responsaveis pela identificacdo tanto de padrdes
moleculares associados a patdégenos (PAMPS) (&cidos nucléicos, LPS, acido lipoteicdico) de
origem infeciosa, como também de padr6es moleculares associados a danos (DAMPS), que sdo
endogenos e geralmente sdo liberados no sitio da lesdo como proteinas do choque térmico
(HSP) e espécies reativas de oxigénio (EROS). (ZHANG et al., 2007; ROCK; KONO, 2008;
RAKOFF-NAHOUM; MEDZHITOV, 2008; FANG et al., 2015).

Além disso, pode-se inferir que, existem varios mediadores quimicos envolvidos no
processo inflamatorio. Tais moléculas podem ser oriundas de proteinas plasmaticas liberadas
imediatamente no sitio inflamatdrio, ou podem ser de origem tissular como as aminas
vasoativas, Fator de Ativacdo Plaquetaria (PAF), eicosandides, citocinas, radicais livres
superoxidos, 6xido nitrico (NO) e neuropeptideos; ou de origem plasmatica, como o0s sistemas
de coagulacdo, do complemento e das cininas. Essas substancias se ligam a receptores
especificos nas células, aumentando a permeabilidade vascular, promovendo a quimiotaxia de
neutrdfilos e estimulando a contracdo da musculatura lisa. Como consequéncia de tais eventos,
pode-se ter elevacdo da atividade enzimatica, inducdo da dor e aumento do estresse oxidativo
(SHAILASREE et al., 2012). Esses mediadores, dependendo da sua duracéo no local da injuria,
funcionam como gatilho para determinar a severidade do processo. Desse modo, a remogéo
bem sucedida do estimulo desencadeante leva a resolucdo aguda e reparacdo tecidual completa.
(SERHAN et al., 2008; CRUVINEL et al., 2010).
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No entanto, apesar da inflamacdo ser um mecanismo de defesa do organismo contra
estimulos nocivos e também ter uma papel essencial no processo de cicatrizagdo e reparo
tecidual, os eventos complexos e acdo de mediadores envolvidos nessa reacdo podem se
perpetuar levando a efeitos deletérios e atuando de forma agravante em muitas doencas
incluindo a artrite reumatoide, osteoartrite, aterosclerose, diabetes mellitus, processos de
neurodegeneracao e cancer (MEDZHITOV, 2008; HEADLAND; NORLING, 2015).

De forma mais conceitual, o processo inflamatorio pode ser dividido em duas fases:
aguda e cronica. A forma aguda tem curta duracdo (minutos, horas ou poucos dias) €
caracterizada por vasodilatacdo, exsudacdo de fluido ou exsudato rico em proteinas, com
formacédo de edema, migracdo de células (primariamente neutréfilos) para o sitio lesado, e, em
alguns casos, ativacdo da cascata de coagulacdo. (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004;
RAVEENDRAN et al., 2008; MEDZHITOV, 2008; SOSTRES; GARGALLO; LANAS, 2010).

Se essa fase falhar em eliminar o patdgeno, o processo inflamatério persiste e adquire
novas caracteristicas, um estado inflamatdrio crénico se segue, envolvendo a formacdo de
granulomas estando associada a presenca de linfocitos, macréfagos, proliferacdo de vasos
sanguineos, fibrose e necrose tecidual, além da deposicdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio (DRAY et al., 1995; SERHAN; SAVILL, 2005; SERHAN et al., 2007; ROCK;
KONO, 2008. FRANCESCHI; CAMPISI, 2014; SERHAN; CHIANG; DALLI, 2001).

2.2 EVENTOS VASCULARES

A evolucdo da inflamacao tem inicio imediato ap6s o dano. Em condi¢fes normais as
células e proteinas plasmaticas migram de forma livre no sentido do fluxo sanguineo, porém ao
sofrer algum estimulo lesivo esses vasos alteram sua permeabilidade para facilitar a passagem
de leucdcitos para o local da inflamacgdo. Com isso, observa-se uma vasodilatacdo das arteriolas
pré-capilares que aumenta o fluxo sanguineo para o tecido lesado, uma condi¢do conhecida
como hiperemia. Com o reconhecimento do indutor da inflamacdo, a resposta imediata é
mediada por células sentinelas, tais como macrdéfagos residentes nos tecidos e mastocitos
(MITCHELL etal., 1995; KHAN; KHAN, 2010).

As células residentes levam a produgéo de mediadores inflamatorios como quimiocinas
A interleucina-8 (CXCLS8), proteina quimiotatica de mondcitos 1(CCL2), citocinas pro-
inflamatorias Interleucina 1 (IL-1), Fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), aminas vasoativas
(histamina e serotonina), eicosanoides prostaglandinas E2 (PGEZ2), prostaciclina (PGI2) e

produtos de cascatas proteoliticas. Tais mediadores vao atuam sobre o endotélio vascular nas
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vénulas pos-capilares, levando ao aumento da vasodilatagdo, expressdo de moléculas de adesdo
(P-selectina e E-selectina), elevacao do fluxo sanguineo e da permeabilidade vascular seguida
de exsudacdo de liquidos (CRUVINEL et al., 2010; FERNANDES et al., 2015; LIU; CAO,
2016).

Adicionalmente, os macrdfagos residentes liberam citocinas inflamatérias, como a IL-
1, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e quimiocinas. Tanto a IL-1 como TNF-a induzem
vias de sinalizacdo que levam a ativagao de fator nuclear kappa B (NFxB) o qual desempenha
um papel chave na inducéo das respostas inflamatdrias e imunes. Ainda, em consequéncia ao
extravasamento plasmatico, ocorre o aumento da viscosidade do sangue e a redugéo do fluxo
sanguineo. Essas alteracGes hemodindmicas levam a estase sanguinea, marginag&o leucocitaria
e migracdo destas células para o tecido extravascular (SHAKHOV et al., 1990; MULLER,
YOSHIDA,1995; SERHA.; SAVILL, 2005; KUMAR et al., 2012; MCMASTER et al., 2015).

Outra caracteristica relevante da inflamacéo aguda é o edema, causado principalmente
pelo aumento da permeabilidade vascular, que conduz ao extravasamento transvascular de
fluido rico em proteinas de alto peso molecular (exsudato) do compartimento intravascular para
0 intersticio. A sua formacdo se deve ao grande acumulo de fluido na matriz extracelular no
espaco intersticial que em conjunto com a vasodilatacdo e ao aumento da permeabilidade
vascular por acdo de mediadores inflamatdrios, que aumentam o fluxo de plasma e levam ao
acumulo de exsudato no tecido. (MACKOW; GORBUNOVA; GAVRILOVSKAYA, 2014).

A primeira fase da resposta envolve mudancas hemodinamicas, logo em seguida 0s
mediadores inflamatorios atuam de forma indireta, através da estimulacédo de células endoteliais
para a liberagdo de mediadores que, entdo, irdo relaxar o masculo liso vascular. Assim logo
apos a lesdo ou trauma se observa também o rubor e o calor local resultantes da vasodilatacgéo,
que por sua vez é causada pela liberacdo de mediadores como prostaglandinas (PGs), PGI2,
histamina, serotonina (5-HT), bradicinina e NO que juntos promovem a vasodilatacdo. Outros
mediadores também contribuem no aumento da permeabilidade vascular como constituintes
do sistema complemento (proteina C5a), os leucotrienos e citocinas como IL-1 e TNF-a,
particularmente por induzirem a sintese de receptores B1 de bradicicina, potencializando assim
o edema inflamatério (DE OLIVEIRA et al., 2011; MACKOW; GORBUNOVA, 2014; DE
TONI, 2015; KIMURA et al., 2015; SHAJIB; KHAN, 2015; PANDEY; KUMAR, 2016).

2.4 EVENTOS CELULARES



23

De forma majoritéria nos tecidos, a cascata de recrutamento de leucécitos envolve
essencialmente as seguintes etapas que é a marginalizacdo, rolamento, adesdo, seguido pela
transmigracdo e migracdo para os tecidos. O recrutamento de células para o sitio inflamatorio
é um fendmeno fundamental na resposta inflamatoria que requer a interacao especifica e a
consequente sinalizagdo entre as células endoteliais e leucdcitos que sdo resultantes da
estimulacdo por mediadores inflamatdrios (aminas vasoativas, leucotrienos e citocinas) que sao
oriundos de leucdcitos residentes que os liberam imediatamente ao entrarem em contato com
patdgenos (VAN MIERT, 2002; SHERWOOD; OLIVERKINSKY, 2004; PHILLIPSON ;
KUBES, 2011; SADIK; KIM; LUSTER, 2011; COLGAN, 2015).

Tais mediadores como citocinas (TNF-a e IL-1B) e quimiocinas (CXCLS8), originarios da
infeccdo ou liberados por leucocitos teciduais, sdo responsaveis em formar gradientes que
guiam os leucdcitos ao sitio inflamatdrio, por outro lado estes podem ser liberados em resposta
a estimulagdo por PAMPs ou DAMPs, uma vez ativados eles, acionam as células endoteliais
que revestem as vénulas pos-capilares do local da agressao, levando assim, a um aumento da
expressao de moléculas de adesdo em sua superficie (E-selectina, P-selectina) que interagem
com ligantes nos leucdcitos (L-selectina) fazendo com que essas células trafeguem de forma
mais lenta e rolem sobre o endotélio (LANGER et al., 2009; KRYSKO et al., 2012;
ORTMANN et al., 2017).

Em decorréncia das alteragdes vasculares, reducdo do fluxo sanguineo e expressdo de
ligantes de selectinas nos leucocitos, as células sanguineas deixam a posic¢do axial no interior
dos vasos e assumem uma posicdo marginal, isto é, passam a circular mais proximas do
endotélio vascular, permitindo assim, uma maior interacao e consequente ligacao as superficie,
entretanto essa interacdo ainda € de baixa afinidade sendo rapidamente rompida pela forca de
cisalhamento do fluxo sanguineo, ou seja, 0s leucocitos se fixam no endotélio, mas nao de forma
efetiva e se desprendem, para logo em seguida ligar-se novamente sobre o endotélio vascular
(PHILLIPSON; KUBES, 2011; MULLER, 2013; PANDEY; KUMAR, 2016).

Adicionalmente esse rolamento faz com que os leucdcitos interajam com as quimiocinas
ja liberadas e ancoradas na superficie endotelial e levem a uma mudanca conformacional das
integrinas ICAM 1 e 2 (moléculas de adesdo intercelular 1 e 2) e VCAM-1 (molécula de adeséo
vascular 1) fazendo com que assim seja possivel uma interacdo com maior afinidade com seus
respectivos ligantes presentes nos leucdcitos, que resultara na firme fixacéo e captacdo dessas
células ao endotélio (SALLUSTO; BAGGIOLINI, 2008; LANGER; CHAVAKIS, 2009).

Por ultimo, o estagio final da cascata de adesdo dos leucdcitos se d& com o processo de

transmigracdo paracelular, os leucocitos rolam sobre a superficie endotelial e finalmente
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deixam o0s vasos através de interagdes com moléculas das imunoglobulinas como PECAM-1 E
JAM-A para que ocorra a ruptura transitoria e reversivel das proteinas, que mantém unidas entre
si as celulas endoteliais. Contudo, antes de atravessar o endotélio, neutrofilos e monocitos
rolam na superficie dos vasos sanguineos de uma forma dependente de MAC1 e ICAML,
buscando locais preferenciais de transmigracdo (Figura 2), (COUSSENS; WERB, 2002;
LUSTER; ALON; ANDRIAN, 2005).

Figura 2: Representacdo esquematica do recrutamento de neutrofilos.

T Selectina fiag Receptor de Wblntegrina gugante Gu: | Se—— e el
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Na figura sdao mostrados 0s passos sequenciais do recrutamento de neutréfilos da vasculatura para o
tecido e os principais grupos de moléculas de adesao. (Adaptado e modificado de KOLACZKOWSKA;
KUBES, 2013).

2.5 NEUTROFILOS

Ao longo de milhdes de anos de processo evolutivo, os animais vertebrados foram
capazes de desenvolver um complexo sistema de defesa contra a presenca de patogenos, onde
a fagocitose representa um antigo mecanismo de adaptacédo celular. Em organismos primitivos,
ela é utilizada inicialmente para a aquisicdo de nutrientes, por outro lado, em organismos
superiores, ela é desempenhada por células especializadas tornando-se indispensavel na
realizacdo de uma grande variedade de eventos bioldgicos especializados como a imunidade.
(ZEMAN, 1999; ADEREM, 2003; MAYADAS; CULLERE; LOWELL, 2014)

Dessa forma, os neutrdfilos, eosinofilos e mondcitos, que sdo células fagocitarias,
desempenham um papel fundamental para a sobrevivéncia do organismo. Estas células

sanguineas da série branca conseguem reconhecer, fagocitar, matar e eliminar grande parte dos
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agentes patogénicos que invadem o corpo do hospedeiro. Estas células sdo constituidas a partir
de células-tronco hematopoiéticas pluripotentes oriundas da medula 6ssea. (ZYCHLINSKY;
WEINRAUCH; WEISS, 2003; MAYERSCHOLL; AVERHOFF; ZYCHLINSKY, 2004;
MAYADAS; CULLERE; LOWELL, 2014).

Nos mamiferos, os grénulos podem ser classificados de azurdfilos (primarios),
especificos (secundarios) e gelatinase (terciarios)eles estdo localizados em lisossomas e
vesiculas secretoras variando em suas proporcfes de acordo com a sua finalidade. Apds a
degranulacdo, o contetdo dos granulos pode ser libertado diretamente no fagossoma ou no
exterior da célula. Os granulos classificados como azuréfilos ou granulos de peroxidase positiva
s&0 os primeiros a ser produzidos durante a maturacdo dos neutroéfilos, sdo assim chamados por
sua capacidade de assumir a cor azul em corante basico e conter mieloperoxidase (MPQO), uma
enzima fundamental para a explosdo oxidativa. (KRUGER et al., 2015; ODOBASIC;
KITCHING, 2016).

Inicialmente tem-se a adesdo de células de endotélio vascular ativado , logo ap6s tem-
se 0 extravasamento da circulacdo, migracao para sitios inflamatdrios, e, por Gltimo, destruicédo
in situ de patdgenos (KAPLAN, 2011). Ao alcancar o patégeno, o neutréfilo o engloba em um
fagossoma, assim, ocorre a integracdo do fagossoma os com granulos citoplasmaticos, logo
depois a degranulacdo, formando o fagolisossoma. Os microrganismos séo eliminados por
peptideos antimicrobianos e ocorre a estimulacdo das vias metabodlicas que levam a um aumento
do consumo de oxigénio, via burst respiratorio, produzindo intermediarios reativos de oxigénio
e de azoto que lesionam ndo sé 0s organismos patogénicos como também as células e os tecidos
do organismo (MAYER-SCHOLL; AVERHOFF; ZYCHLINSKY, 2004 EL-BENNA et al.,
2016).

Essa ativacdo de neutrofilos via do burst respiratério se da pela montagem do complexo
conhecido como nicotinamida adenina dinucleétideo fosfato oxidase (NADPH oxidase) na
membrana plasmatica do fagossomo, lugar em que comeca a cascata das espécies reativas de
oxigénio, pela reducao do oxigénio molecular a superdxido (O2-). O superoxido, ainda que ndo
seja um oxidante forte, imediatamente sofre dismutacdo, formando perdxido de hidrogénio
(H20.) (KLEBANOFF, 1980; WRIGHT, 2010).

Esse superdxido pode reagir ainda com NO, que ¢ um mediador altamente produzido
em sitios inflamatdrios, para formar peroxinitrito (ONOO-), um oxidante forte e reativo. Logo
apos a degranulacdo no fagossomo, A MPO pode reagir com o H20» para produzir inimeras
espécies reativas, como por exemplo, haletos acidos. Dentre eles o acido hipocloroso (HOCI)

que é o principal produto da mieloperoxidase (MPQO) no fagossomo, portanto, a geracdo das
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EROs e do acido hipocloroso durante a fagocitose é considerado o mecanismo critico na
destruicdo da maioria dos patdgenos invasores, por outro lado é responsavel por causar o dano
tecidual (HAMPTON,1999; ZHANG et al., 2002; WINTERBOURN, 2006; PARKER, 2013;
WINTERBOURN; KETTLE; BJORNSDOTTIR et al, 2015, ORTMANN;
KOLACZKOWSKA, 2018).

Figura 3: Envolvimento da MPO na fung&o de neutrofilos.

Fagocitose Dano
tecidual
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A MPO pode reagir com o H,O- para produzir inimeras espécies reativas, como por exemplo, haletos
acidos. (Fonte: ODOBASIC et al., 2016 Adaptado).

2.6 MEDIADORES INFLAMATORIOS

Os mediadores podem ser produzidos pelas células ou entdo possuem a capacidade de
circular no plasma como precursores inativos, que serdo ativados no local da inflamacdo. Séo
classificados de acordo com sua origem, que pode ser plasmatica, advindo das cascatas das
cininas, coagulagdo, fibrindlise, do sistema complemento, ou de origem tecidual, como as
aminas vasoativas, eicosanoides, enzimas lisossomais, radicais livres derivados do oxigénio,
fator ativador de plaquetas, 6xido nitrico, citocinas e neuropeptideos (LARSEN; HENSON,
1983; SACCA; CUFF; RUDDLE, 1997; KOLACZKOWSKA,; KUBES, 2013; FERNANDES
etal., 2015; PARK et al., 2015; WEST, SHADEL, 2017).

O sistema de cininas é responsavel por gerar peptideos vasoativos, através da acédo de
proteases especificas, as calicreinas, sobre proteinas plasmaticas chamadas cininogénios. A
cascata que produz as cininas, cujo principal representante € o nonapeptideo bradicinina, é

desencadeada pela ativacdo do fator XII da via intrinseca da coagulacdo (chamado fator de
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Hageman) (SACCA; CUFF; RUDDLE, 1997; CAMPBELL, 2001; ALLER et al., 2007;
CRUVINEL, 2010.).

Dentre as cininas a bradicinina € um peptideo vasoativo que contém nove aminoacidos
(nonapeptideo) e gerada a partir da clivagem proteolitica do cininogénio (precursor inativo) por
acdo da enzima calicreina, com envolvimento do fator de Hageman (fator XII da via intrinseca
da coagulacdo), que por sua vez, é ativado pelo contato com colageno e membrana basal.
Bradicinina tem a capacidade de modular inimeros eventos inflamatorios dentre eles a
vasodilatacdo, 0 aumento da permeabilidade vascular, o extravasamento de plasma, a migracéo
celular, bem como a dor e hiperalgesia, e também atua na producdo secundéaria de outros
mediadores como a PGE2, citocinas, produtos derivados de mastocitos e NO e tem efeito
quimiotatico, participando na migracao dos granulécitos (neutréfilos, eosinofilos) e mondcitos
durante a inflamacdo (REGOLI; BARABE, 1980; COSTELLO; HARGREAVES, 1989;
EDDLESTON et al., 2003; KRANKEL et al.,2008; KUHR et al., 2010; IOVINO et al., 2014;
HOFMAN et al., 2016; QADRI; BADER, 2018).

Outros mediadores sdo as aminas vasoativas (histamina e serotonina), possuem acéo
sobre a vasculatura. Estes mediadores sdo armazenados em granulos celulares, tem acéo rapida,
e sao liberados de forma imediata logo apdés o dano ou estimulo agressor. Atuam
principalmente sobre os vasos sanguineos e sao mediadores que causam a sensacao de dor na
inflamacdo, através de sua acdo sobre o0s neurénios sensoriais (SPECTOR; WILLOUGHBY,
1964; KUPRASH; NEDOSPASOV, 20016).

A Histamina [2- (4-imidazole) etilamina] € sintetizada do aminoacido histidina, sob
acao da L-histidina decarboxilase, ela atua como um neurotransmissor no sistema nervoso
central (FAUSTINO-ROCHA, 2016). Sua liberacdo ocorre pelo processo de exocitose de
mastocitos, durante as reacdes inflamatorias ou alérgicas através da interacdo de fatores do
sistema complemento (C3a e C5a) e de antigenos com imunoglobulina E fixados nos
mastécitos. A histamina exerce seus efeitos mediante a ligacdo e ativacdo de seus receptores
especificos :H1, H2, H3 e H4. Todos estes receptores pertencem a familia de receptores
acoplados a proteina G e sdo expressos por varias células e tecidos e estdo relacionadas a
processos inflamatorios e alérgicos, tais como a vasodilatacdo, aumento da permeabilidade
vascular, secrecdo de muco e broncoconstricdo (RILEY; WEST, 1953; HUANG;
THURMOND, 2008; RIBATTI, 2016).

A serotonina (5-HT), também conhecida como 5-hidroxitriptamina é uma monoamina,
gerada a partir de triptofano e serve como substrato para a sintese de diversas moléculas. E uma

molécula sinalizadora que afeta os sistemas imune, gastrointestinal e nervoso de forma
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parécrina, enddcrina e de sinalizacdo dependente de contato. Ela atua com um poderoso agente
estimulante das terminacGes nervosas sensitivas para a dor e prurido, sendo também
responsavel por produzir rubor. A 5-HT possui a¢es semelhantes as da histamina, ou seja,
vasoconstricao inicial, e juntamente com outros mediadores, vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade vascular (SJOERDSMA; WAALKES; WEISSBACH, 1957; KUSHNIR-
SUKHOV et al., 2007; SIKANDER; RANA; PRASAD, 2009; STEINER, 2011; ARREOLA et
al., 2015).

2.6. 3 NFkB

A ativacdo da familia de transcricdo NF-kB, por translocacdo nuclear de complexos
citoplasmaticos, desempenha um papel central na inflamacdo através da sua capacidade de
induzir a transcricdo de genes pro-inflamatdrios. A via classica do NF-kB é a maior via
envolvida na sinalizacdo pro-inflamatdria. Apos a sua estimulacao por varias substancias como
sinais de estresse, patdgenos, radicais livres, citocinas pré-inflamatérias, lipopolissacaridos
bacterianos, promotores tumorais, irradiagéo ultra violeta (UV), infeccGes virais, dentre outros
(SCHRECK; BAEUERLE, 1991; SCHRECK; ALBERMANN; BAEUERLE, 1992; VILE ;
TANEW-ILIITSCHEW; YRRELL, 1995; LAWRENCE, 2009).

A ativacdo de NF-kB pode induzir a transcricdo de varias citocinas pré-inflamatorias
(TNF-a, IL-1B, IL-6 e IL-8), quimiocinas, moléculas de adesdo tais como selectina E, ICAM-1
e VCAM-1, COX-2 e iNOS. A ativacao constitutiva de NF-kB é observada nos principais locais
de inflamacdo em muitas doencas, tais como esclerose multipla, artrite reumatoide, doenca
inflamatdria intestinal e asma (SCHMIDT, et al., 1995; WANG; MAYO; BALDWIN, 1996;
SMITH et al., 1997; BAEUERLE; BAICHWAL, 1997; DIDONATO et al., 1997,
LAWRENCE, 2009; BAGCHI, 2016).

2.6.4 Citocinas

As citocinas sdo pequenos peptideos ou glicoproteinas que variam de tamanho de 8 a 30
kDa, podem ser produzidas por diferentes tipos celulares, e desempenham funcées efetoras
sobre processos imuno-inflamatorios, assim como, atuam sobre a regulacdo das respostas
imunoldgicas, tidas, portanto, vitais para a defesa do hospedeiro. Essas moléculas, também sdo
responsdveis na manutencdo de processos fisiolégicos e metabdlicos normais como

diferenciacdo, sobrevivéncia, crescimento e metabolismo celular As citocinas ndo séo
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armazenadas como moléculas pré-formadas, e possuem inimeros papéis, uma vez que, podem
atuar de forma autocrina (sobre as células que as produzem) de forma paracrina (em células
vizinhas) ou, em alguns casos ter uma a¢do enddcrina (em células distantes) (CAVAILLON,
1995; DINARELLO, 1997; ZHANG; AN, 2007; COMMINS, BORISH, STEINKE, 2010; DE
OLIVEIRA etal., 2011).

Essas moléculas podem ser classificadas em interleucinas (IL), fatores de necrose
tumoral (TNF), interferons (IFN), fator estimulador de colbnias, fator de crescimento
transformador e quimiocinas, ou podem ser classificadas conforme sua atividade bioldgica as
que possuem geralmente atividade pro-inflamatéria (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-o ¢ TNF-B)
e/ou anti-inflamatoria (1L-4, IL-10, IL-13, TGF-B). A ativacdo de seus efeitos ocorre por meio
de duas vias principais de sinalizacdo, pela ativacéo de receptores tirosina quinase que ativam
a via Janus quinase (JAK-STAT) ou pela ativacdo da via de sinalizacéo do fator de transcricédo
NF-kB. (OPAL; DEPALO, 2000; HIRANO; ISHIHARA; HIBI, 2000; LEONARD; LIN, 2000;
DINARELLO, 2007; BAKE; HAYDEN; GHOSH, 2011; FLOEGE; LUSCHER; MULLER-
NEWEN, 2012).

A IL-1 (a e B) e o TNF-a dentre as citocinas mediadoras da inflamacéo aguda, merecem
destaque por possuirem potentes acfes pré-inflamatérias e mediarem a atividade de muitas
outras células. A IL-1pB, ela é encontrada em macréfagos, monocitos e células endoteliais,
quando ativados durante uma infeccdo. A IL-1B, em pequenas concentragdes promove a
inflamacéo local por atuar diretamente no endotélio, promovendo o aumento de moléculas de
adesdo, ativando os leucdcitos e recrutando-os para o sitio inflamatério. Por outro lado, em altas
concentragdes, a IL-1p promove a ativagao do NF-«B e induz ao quadro de febre por promover
aumento na sintese de COX-2, portanto aumentando os niveis de PGE2 no centro
termorregulador do hipotdlamo (JOVANOVIC et al., 1998; DINARELLO, 2005; ZHANG et
al., 2008; SADIK.; KIM; LUSTER, 2011; SCHETT et al., 2013; PALOMO et al., 2015;
WYNN, 2015).

As citocinas TNF-o ¢ IL-6 também tem papel importante no inicio da resposta
inflamatoria. O TNF-a é produzido por diferentes tipos de células, incluindo macrofagos,
monacitos, células T, células musculares lisas, adipécitos, e fibroblastos, suas respostas
bioldgicas sdo mediadas atraves de dois receptores estruturalmente distintos: receptor do fator
de necrose tumoral tipo | (TNF-RI) e tipo Il (TNF-RII), que estdo presentes na membrana de
todos os tipos celulares com excecédo dos eritrocitos. Uma vez ativados, esses receptores podem
recrutar proteinas adaptadoras que levam a ativacao das vias NF-kB e JNK e consequentemente

a sobrevivéncia da célula. Por outro lado, a sua ativacdo pode recrutar outras proteinas
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adaptadoras como FADD e procaspase-8, que € posteriormente ativada para iniciar o0 processo
de apoptose. (HALE etal., 1995; LI; YANG; ASHWELL, 2002; GAUR; AGGARWAL, 2003;
WAJANT; PFIZENMAIER; SCHEURICH; 2003; LIU, 2005; BRENNER; BLASER; MAK;
2015).

A IL-6 e uma citocina pleiotropica, podendo ter acdo pro ou anti-inflamatoria, é
produzida por macrdfagos, fibroblastos e células endoteliais de tecidos inflamados sendo
induzida principalmente por LPS, IL-1B, TNF-a ¢ alguns interferons. Atua como um mediador
importante no estimulo de proteinas de fase aguda e medeia também a transicdo do
recrutamento de neutrdfilos para macrofagos pelo estimulo da produgédo de CCL2 (MCP-1), um
potente quimiotatico de mondcitos. A IL-6 € ativada ao ligar-se ao seu receptor IL-6R que pode
ser expresso na membrana de diversos tipos celulares e também na forma sollvel e essa
combinacéo IL-6/I1L-6R solGvel e comumente encontrada em exsudatos inflamatérios ricos em
neutrdfilos (TILG; DINARELLO; MIER, 1997; ROMANO et al., 1997; DESHMANE et al.,
2009; GABAY, 2006; MOLLER; VILLIGER, 2006; SCHETT et al., 2013).

2.6.5 PGE2

A PGE2 pode ser sintetizada por trés PGE sintases: prostaglandina E microsomal sintase
(MPGES) -1 e 2 e prostaglandina E sintase citosolica (CPGES). Isso esta envolvido em uma
ampla gama de processos fisioldgicos incluindo a regulacdo de manutengdo da integridade
gastrointestinal, funcGes renais e reproducdo. Além disso, a PGE2 é um modulador da
inflamacéo e da imunidade. Este ultimo, € predominantemente realizado através da expressao
induzida de mPGES-1. Tal como a COX-2, a expressao de mPGES-1 é indutivel em condic¢des
pro-inflamatorias e estas duas enzimas séo predominantemente acopladas funcionalmente para
gerar alta expressdo de PGE2 Sob condicdes inflamatdrias, além disso a PGE2 esté envolvida
no processo de febre associada a isoforma da COX hipotaldmica. (FERREIRA; MONCADA,
TAKANISHI, 1973; HARRIS et al., 2002; RICCIOTTI; FITZGERAL,2011; OBERMAIJER,
2011; NAKANISHI; ROSENBERG, 2013; KAWAHARA, 2015).

2.7 FEBRE E EFEITO ANTIPIRETICO

A febre, é colocada como um dos componentes da resposta inflamatoria de fase aguda
mais facilmente observado é definida como uma elevacao controlada da temperatura corporal
em resposta do organismo a uma leséo, trauma ou invasdo de agente infeccioso. Essa elevacdo

regulada da temperatura interna do organismo para niveis acima dos basais ocorre por causa da
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alteracdo do balan¢o térmico modulado pelo hipotalamo. O organismo tenta se adaptar elevando
0 ponto de ajuste a fim de manter a temperatura elevada através de mecanismos que garantam
a producéo e a conservacao de calor (ROMANOVSKY; SZEKELY, 1998; ROMANOVSKY
et al., 2005; HUBSCHLE, THOMAS et al., 2006; NARUMIYA; FURUYASHIKI, 2011)

Uma das teorias mais classica de indugdo de febre mostra que esta é resultado de
transmissOes realizadas através da sinalizagdo imunoldgica entre o sitio inflamatorio e o
Sistema Nervoso Central (SNC) Com base nessa teoria, as citocinas pro-inflamatorias
excretadas pelos fagdcitos na corrente sanguinea e no local do dano, como as interleucinas IL-
1, IL-6, TNF-a e interferons, seriam levadas até a area pre-Optica anterior do hipotadlamo
anterior (APOHA) ou as suas proximidades, onde induziriam a expressdao da COX-2 e da
MPGES-1 que catalisam a sintese de PGE2 (BEESON, 1948; KLUGER, 1991; CAO et al.,
1995; ZEISBERGER, 1999, LEON, 2002; ROTH et al., 2006).

Portanto o aumento da expressdo de COX-2 pode representar o principal mecanismo
responsavel pela elevacdo da concentracdo de PGE2 no SNC e, como resultado tem-se a
inducdo da resposta febril. Dessa forma, para que se inicie o processo de inducdo febril a PGE2
se liga a seu receptor PG, subtipo EP3 (USHIKUBI et al., 1998; OKA et al., 2003; MALVAR
etal., 2011).

Dessa forma elevados niveis de PGE2, na APOHA, levam a inducdo de mudancgas nos
circuitos termorregulatérios do SNC e como efeito final a producgdo de febre. O uso de terapia
antipirética é adequado em pacientes em que essa temperatura elevada, ultrapassa os beneficios
de estimulacéo das defesas do hospedeiro com intuito de combater a infec¢do, e comeca a causar
danos ao organismo (ZEISBERGER, 1999; BLATTEIS, 2004, DINARELLO, 2006;
BLATTEIS et al., 2005; BLATTEIS, 2006; CAVALCANTI et al., 2011; MALVAR et al.,
2014).
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Figura 4: Processo de indugéo da febre
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2.8 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Todos os organismos de vida aerdbica estdo constantemente sujeitos ao efeito oxidante
dos metabolitos reativos de oxigénio. O oxigénio molecular (O2) é uma molécula essencial para
a sobrevivéncia de organismos aerdbios, e de fundamental importancia durante diversos
processos vitais como: respiracdo celular, producdo de energia, fagocitose, regulacdo do
crescimento celular, sinalizagdo intracelular e sintese de substancias bioldgicas. Ao mesmo
tempo, é uma molécula capaz de gerar substancias tdxicas a nivel intracelular e extracelular.
Nos sistemas bioldgicos os radicais livres sdo derivados de moléculas de oxigénio, nitrogénio
e enxofre. (BENES et al.,1999; CIRCU; AW, 2010).

O termo radical livre é frequentemente usado para se referir a qualquer atomo ou
molécula contendo um ou mais elétrons ndo pareados nos orbitais externos, com nimero impar
de elétrons em sua camada de valéncia. E a presenca do(s) elétron(s) desemparelhado(s) que
vai gerar a sua elevada reatividade e transformar as estruturas em compostos altamente reativos,

capazes de reagir com qualquer composto situado préximo a sua Orbita externa, passando a ter
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uma funcdo oxidante ou redutora (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990; DREHER; JUNOD,
1996; GROOTVELD; HALLIWELL, 1986).

Grande parte da geracdo das EROs, tem origem na cadeia de transporte de elétrons na
mitocondria, especialmente a partir dos complexos | e 111 durante a producéo de energia a partir
da glicose e do oxigénio. Ou podem ser geradas nas membranas celulares e no citoplasma das
células no qual o seu mecanismo de formacéo tem interacdo com ions de ferro e cobre. As
mitocondrias desempenham um papel primordial no metabolismo celular aerébio, sendo a
principal fonte formadora de EROs. Outra fonte importante na geracao de radicais livres sdo as
enzimas NADPH oxidases. Além delas, os peroxissomos, xantina oxidase e citocromo P-450
contribuem para a formagao de radicais livres (AITKEN; BUCKINGHAM; HARKISS, 1993;
GOEPTAR, SCHEERENS; VERMEULEN; SKULACHEYV, 1995; SKULACHEV, 1999;
SKULACHEYV, 2005; LUIS et al., 2006; HOLZEROVA; PROKISCH, 2015).

As EROs apresentam papel importante em varias funces fisiologicas, dentre elas a
sinalizac&o celular, expressdo génica e regulacédo da resposta imune. Por outro lado, seu papel
nos sistemas bioldgicos € tanto benéfico quanto maléfico, uma vez que, em altas concentracfes
as EROs levam a muitos efeitos patologicos que culminam com disfuncéo celular, alteracdes
na expressao génica e proteica, oxidacdo de membranas celulares, podendo resultar em morte
celular (RAJAGOPALAN etal., 1996; Adler et al., 1999; GRIENDLING et al., 2000; SIMON;
HAJ-YEHIA; LEVI-SCHAFFER, 2000; HOIDAL, 2001; LUSHCHAK, 2014).

Pode-se mencionar que, os radicais livres derivam de trés elementos: oxigénio,
nitrogénio e enxofre, criando espécies reativas de oxigénio (EROS), espécies reativas de
nitrogénio (ERN) e espécies reativas de enxofre (ERS). O anion superdxido (O2"), é
considerado ERO priméaria e como oxidante direto, ¢ dito irrelevante. Ao interagir com outras
moléculas, pode gerar EROs secundarias, por exemplo, no meio aquoso ocorre uma reacgdo de
dismutacdo, que vai gerar uma molécula de H>O. e uma molécula O.. (ASADA, K,
KANEMATSU,1976; CROSS et al, 1987, HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999;
WINTERBOURN; METODIEWA, 1999; HALLIWELL, 2006; BUONOCORE; PERRONE;
TATARANNO, 2010).

O radical hidroperoxila (HO-) constitui a forma protonada do radical superoxido, esse
radical € mais reativo pois tem uma maior capacidade de iniciar a destruicdo de membranas
bioldgicas. Para a formacdo do perdxido de hidrogénio (H202) é necessaria a adicdo de um
elétron e dois ions hidrogénio ao superéxido (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990; GIROTTI
etal., 1998; PHANIENDRA; JESTADI; PERIYASAMY, 2015).

O radical hidroxila (OH) € um dos radicais mais reativos, pois, tem um poder oxidante
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elevado, sendo entdo considerado um dos radicais mais perigosos para o0 organismo. Esse
radical ataca as moléculas por abstracao de hidrogénio e por adi¢do de insaturagdes atraves da
reducio de quelatos de Fe (I11), resultando na formacéo de Fe*? através das reacdes de Fenton
e de Haber-Weiss, que é quando ha um excesso na producdo do anion superoxido e este reage
com o peréxido de hidrogénio (WOLFF, 1986; HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1990;
HALLIWELL; GUTTERIDGE; CROSS, 1992 RAY; HUANG; TSUJI, 2012).

Dentre as ERNs se destaca o 6xido nitrico (NO), pode ser gerado no organismo pela
acao da enzima oOxido nitrico sintetase a partir da desagregacéo de L-arginina por 0xido nitrico
sintases para citrulina, do oxigénio, NADPH (Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate-
Oxidase) e dos fagocitos. Entretanto, o 6xido nitrico ndo é muito reativo para atacar o DNA de
forma direta, por outro lado ao reagir com O que é produzido pelo fagocitos, gera o peronitrito,
(ONOO-), consequentemente pode sofrer reacbes secundarias formando agentes capazes de
nitrar aminoécidos aromaticos, a exemplo da tirosina levando a formagdo de nitrotirosina e
causando dano nas bases do DNA, em particular a guanina, na qual o produto principal € a 8-
nitroguanina (BECKMAN et al., 1990; PRYOR et al.,, 1995; PACHER; BECKMAN,;
LIAUDET , 2007; Parker, 2013; RADI, 2018).

O estresse oxidativo pode ocorrer pela elevada producdo de radicais livres, pela
diminuicdo das defesas ou por ambos 0s processos simultaneamente. Ele ocorre quando hd uma
falta de equilibrio dindmico entre a producdo de oxidantes e a concentracdo de defesas
antioxidantes, processo conhecido como peroxidacdo lipidica, que vai danificar biomoléculas
essenciais na célula por oxidacéo dos lipideos da membrana proteinas, hidratos de carbono, e
de DNA. A peroxidacdo lipidica leva a perda da seletividade na troca i6nica e a liberagdo do
contetdo de organelas (enzimas lisossémicas), além da formacdo de produtos citotoxicos,
determinando a morte celular (MCCORD, 2000; VALKO et al., 2007. MUNNE- BOSCH,;
PINTO-MARIJUAN, 2016; PISOSCHI et al., 2015; ALOV, 2015).

Esse estresse oxidativo afeta diversas moléculas bioldgicas, incluindo lipidios,
proteinas, carboidratos e &cidos nucléicos, e que esta associado com a etiologia de uma grande
variedade de doencas agudas e cronicas (KHANSARI et al., 2009), incluindo tumores malignos
(KINNULA; CRAPOQO, 2000), doenca de Parkinson (HWANG, 2013), doenca de Alzheimer
(SMITH et al., 2000; GUIDI et al., 2006), aterosclerose (SINGH e JIALAL, 2006), doencas
cardiovasculares (HEITZER et al, 2001), além de estar associado com processos de morte
celular, desordens imunes bem como processo de envelhecimento (RAMAKRISHNA et al.,
1997; HYUN et al., 2006).
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Além disso, a sinalizacdo redox é importante nas vias de sinalizacdo envolvido por
varias condicGes inflamatorias. Pois a elevada producdo de EROs pode regular a ativagao de
fatores de transcricdo (NF-kB ¢ AP-1), e consequente producéo de citocinas. Portanto o estresse
oxidativo também pode ativa as proprias células inflamatdrias e levar a producdo de
mediadores como citocinas e quimiocinas que induzem maior producdo de EROs, levando a
ativagdo de COX-2 e iNOs, TNF-o, IL-1, a IL-6 e outras quimiocinas, que também
desempenham um papel chave na inflamacdo induzida por estresse oxidativo (DELERIVE et
al., 1999; MORGAN; LIU, 2011; RAY; HUANG; TSUJI, 2012; ZHANG ; PARK et al., 2015;
TSAO, 2016; YOUN et al., 2016).

De forma simplificada a interacdo das espécies reativas e do sistema de defesa
antioxidante ocorre da seguinte forma o anion superdxido (O2e-) pode ser produzido pela da
NADPH-oxidase, xantina oxidase, desacoplando a éxido nitrico sintase (eNOS), com a
liberacdo de oxigénio ativado das mitocondrias durante a respiracdo oxidativa. O O, pode ser
convertido entdo, em perdxido de hidrogénio (H20>) pela enzima superdxido dismutase (SOD).
O H20:> pode sofrer converséo espontanea em radical hidroxila (OHe) Através da reagdo de
Fenton. O OHe ¢ extremamente reativo a ataque aos componentes celulares. O H202 pode ser
destoxificado através de glutationa peroxidase (GSH), catalase ou tioredoxina peroxidase (Trx)
para H20 e O (Figura 4). (DELERIVE et al., 1999; MORGAN; LIU, 2011; LI; HORKE;
FORSTERMANN, 2013; SHIRLEY; ORD; WORK, 2014).
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Figura 5: Sistema antioxidante enzimatico: Enzimas envolvidas na geragdo e na inativacdo de espécies

reativas de oxigénio (EROs) e as consequéncias do desequilibrio das EROs.
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Consequéncias do desequilibrio das EROs podem levar a apoptose, fragmentacdo do DNA,
desnaturacdo de proteinas, além de exacerbacéo do processo inflamatdrio e a peroxidacéo lipidica, tais
desequilibrios podem levar ao desenvolvimento de inimeras doengas. Fonte: adaptado DE LI; HORKE;
FORSTERMANN , 2013; SHIRLEY; ORD;WORK 2014.

O termo antioxidante tem natureza multiconceitual e pode ser definido como uma
familia heterogénea de moléculas naturais, presentes em baixas concentra¢bes, quando
comparada a do substrato oxidavel, podendo prevenir ou reduzir a extensdo do dano oxidativo
de maneira eficaz. As células e tecidos do corpo sdo continuamente ameagados pelos danos
causados pelos radicais livres e espécies reativas de oxigénio, que sdo produzidos durante o
metabolismo normal do oxigénio ou podem ser induzidos por danos exdgenos. Os organismos

foram desenvolvendo diversos mecanismos de defesa antioxidante para limitar os niveis
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intracelulares e impedir a inducdo de danos causados por esses radicais, esses sistemas incluem
a quelacdo de minerais, atividade scavenger dos radicais livres e atividade enzimética para
neutralizar estes radical depois de serem formados. (DE GROOT, 1994; GUTTERIDGE;
HALLIWELL, 2000; SIES, 1993; HALLIWELL, 2005; ZHANG; TSAO, 2016)

Os antioxidantes sdo as moléculas responsaveis tanto por inibir quanto reduzir os
radicais livres nas células, para ser um bom antioxidante algumas caracteristicas s&o
necessarias, algumas delas sdo: ter constituintes na molécula estrutural capazes de substituir os
doadores de elétrons ou de hidrogénio ao radical, por causa do seu potencial de reducao; devem
ser capazes de deslocar o radical formado em sua estrutura e a de quelar metais de transi¢ao
envolvidos no processo oxidativo além de ter acesso ao local de acdo, dependendo de sua
capacidade hidrofilica ou lipofilica e de seu coeficiente de particdo (BIANCHI; ANTUNES,
1999; DIMITRIOS, 2006; LIOCHEV, 2013).

Gutteridge e Halliwell (2000) classificaram os antioxidantes como primarios quando
atuam prevenindo a formacdo de oxidantes, secundarios quando atuam eliminando EROS e
terciarios quando atuam tanto removendo ou reparando moléculas modificadas oxidativamente.
A defesa antioxidante pode ser dividida em dois grupos: o enzimatico e o0 ndo enzimatico. O
primeiro inclui enzimas como a superdéxido dismutase (SOD), peroxidases como catalase e a
glutationa peroxidase, além de glutaredoxinas, tioredoxinas e glutationa S-transferases (GST),
elas representam as principais defesas antioxidantes que atuam nos organismos superiores. O
segundo consiste tipicamente em pequenas moléculas que sao soltveis em um ambiente aquoso
ou em um ambiente lipidico, que incluem glutationa, ascorbato, tocoferdis, fitoquelatinas,
poliaminas e metalotioneinas e outros produtos (MEISTER, 1995; ARUOMA, 1998;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1999; IRSHAD; CHAUDHURI, 2002; LOBO, 2010).

Uma molécula que estd na primeiro na linha de degradacdo enzimaética de EROs é a
SOD, que foi descoberta em 1969 por McCord e Fridovich em sangue bovino. A atividade de
SOD é encontrada em todos 0s organismos aerobicos e em alguns organismos anaerébicos,
assim como em todos compartimentos subcelulares susceptiveis ao estresse oxidativo YASUI,
BABA, 2006; LIOCHEV, 2013). Esta enzima catalisa a seguinte reacao:

O2¢-+02¢-+2H+— HyO2+ 02

Os mamiferos possuem 3 isoformas da enzima SOD, de acordo com o metal em seu
sitio ativo: a CuZn-SOD (Cobre e zinco; SOD1), a Mn-SOD (Manganés; SOD2) e a SOD
extracelular ou EC-SOD (Ferro). Todos os SODs sdo transformagdes cataliticas de O2 « - em
H2>02. A SOD é responsédvel por limitar a peroxidacdo lipidica e danos na membrana
(HALLIWELL, 1987; MCCORD, 1985). Portanto, 0 aumento dessa enzima é importante na
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manutencdo do processo inflamatério, além da sua capacidade antioxidante a SOD também
pode contribuir para indugdo da apoptose em neutrofilos (SCANDALIOS, 1993; MELOV et
al., 1998; YASUI; BABA, 2006).

Além da SOD a glutationa peroxidase (GPxs) representam um papel essencial na defesa
enzimatica contra o estresse oxidativo causado por hidroperdxidos. GPxs reduzem o H202 e
os hidroperoxidos orgéanicos, como os hidroperdxidos de &cidos graxos, ao alcool
correspondente, usando o poder redutor fornecido pela GSH. Portanto, a GPx é geralmente
considerado como representando a principal linha de defesa enzimaética contra danos na
membrana oxidativa. E a capacidade do sistema para reduzir a glutationa a H>O. depende da
razdo entre a GSH e a forma oxidada (GSSG), que por sua vez depende de dois procesos:
transporte da GSSG para fora da célula e a capacidade de GSH redutase (CANTIN, 1987;
ANTUNES; HAN; CADENAS, 1991; GUEMOURI, 1991; HERBETTE et al., 2007; SIES,
2017).

2.9 TERAPIA MEDICAMENTOSA

O 4cido araquidonico (AA), apresenta papel regulador chave na fisiologia celular . E
liberado a partir de fosfolipidios de membrana através da enzima fosfolipase A, que pode ser
ativada por diversos estimulos quimicos, inflamatorios, traumaticos e mitogénicos, que também
ativam citocinas pro-inflamatorias, como IL-1. O AA pode ser metabolizado pela via das
cicloxigenases, dando origem a formacdo de PGs, prostaciclinas (PIs) e tromboxanos (TXs) ou
pela via das lipoxigenases levando a sintese dos leucotrienos (LTs) e lipoxinas (SAKAI et al.,
2014; SACERDOTI et al., 2015).

A cicloxigenase (COX) é a enzima essencial na sintese de prostaglandinas a partir do
seu precursor, 0 acido araquidénico. Sdo encontradas pelo menos duas isoformas de enzima
cicloxigenase: a ciclooxigenase 1 (COX-1) e a ciclooxigenase 2 (COX-2) que executam no
organismo diferentes funcdes fisioldgicas. A COX-1 esta presente na maioria das células e sua
expressdo é constitutiva, sendo responsavel pela sintese fisiologica de prostandides. A COX-2
tem sua expressdo induzida por estimulos inflamatérios como expressao de citocinas, fatores
de crescimento, e estimulantes tumorais e apresenta cerca de 60% de homologia com a COX-1
(Figura 5) (SMITH; URADE; JAKOBSSON, 2011; SILVA et al, 2015).

A COX-1 esta expressa em quase todos os tipos de células, com excecao dos eritrocitos,
levando a formacéo das prostaglandinas, especialmente, as relacionadas com acgdes fisioldgicas
como protecdo gastrica, agregacdo plaquetaria, homeostase vascular e manutencdo do fluxo

sanguineo renal. Essa isoforma € encontrada na constituicdo do trato gastrointestinal, sendo



39

associada a producdo de muco protetor e inibi¢do da secrecdo acida gastrica, enquanto que nas
plaquetas esta associada a sintese do tromboxano Az, um mediador que favorece a agregacao e

a adesdo plaquetaria (CROFFORD, 1997; VAN ESCH; KOOL; VAN, 2013).

Os produtos do metabolismo do acido araquidénico sdo chamados de eicosanoides. Eles
constituem uma grande familia de compostos formada pelas PGs, Pls, TXs e LTs, que possuem
alta poténcia e garantem um amplo espectro de atividades bioldgicas. Os eicosanoides
desempenham uma fungdo imprescindivel na inducdo e na facilitacdo de patologias,
principalmente as doencas inflamatorias, de modo que, a supressdo de suas acdes € um dos
principais alvos e objetivos terapéuticos para o desenvolvimento de farmacos anti-inflamatorios
(SHAVETA et al., 2014; SAKAI et al., 2014).

Apesar do processo inflamatorio ser indispensavel para a homeostase do individuo os
efeitos deletérios causados por essa resposta exigem, em determinados casos, a intervencao
farmacoteurapéutica. Os farmacos geralmente prescritos e que sdo capazes de interferir neste
processo reacional do organismo séo: glicocorticoides ou anti-inflamatorios esteroidais (AIES)
e os anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINES) (Figura 5). Os AlNes atuam interferindo com a
sintese das prostaglandinas através da inibicdo inespecifica da sintese da COX-1 e/ou COX-2
bloqueando assim a producdo de substancias enddgenas responsaveis pela reepitelizacéo
gastrica como, em especial a PGE», além da microbiota intestinal, interferéncia no recrutamento
de neutrdfilos, desacoplamento da cascata de fosforilagdo oxidativa e despolarizacdo do
potencial de membrana (MORAND, 2007; RAVEENDRAN et al, 2008; LANAS, BOERS;
NUEVO, 2015; GUNTER et al., 2017; CAIN, Derek; CIDLOWSKI, 2017).

Figura: 6 Representacdo esquematica dos metabdlitos do acido araquidonico.
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Representacdo esquematica dos metabdlitos do acido araquidénico, a figura ilustra o
mecanismo de acdo dos anti-inflamatorios ndo esteroides também mostra a agdo dos
glicocorticoides ( adaptado e modificado de Silva et al., 2016).

O mecanismo de acdo dos glicocorticoides ocorre com a ligagao a seus receptores presentes
no citoplasma, que logo apds se dimerizam e migram para o nucleo, onde vao se ligar a elementos
de resposta a glicocorticoide (GRE) presentes no DNA, consequentemente leva a uma elevagdo da
transcricdo de genes responsivos a glicocorticoides (GR), aumentando a transcrigdo de genes que
codificam proteinas anti-inflamatorias, incluindo a lipocortina-1 e a IL-10, e inibicdo dos fatores de
transcricdo NF-kB e AP-1. No entanto, o uso a longo prazo de glicocorticoides esta associado ao
desenvolvimento de efeitos secundarios graves, incluindo osteoporose, doengas metabolicas e
risco aumentado de doencas cardiovasculares; sindrome de Cushing, e perturbagdes
psiquiadtricas (ZHOU; CIDLOWSKI, 2005; COUTINHO; CHAPMAN, 2011; VON
SCHEVEN et al,. 2014).

Além desses farmacos podem ser usados os Coxibes que sdo farmacos seletivos de
COX-2 foram desenvolvidos com o intuito de diminuir os efeitos indesejaveis provocados pelos
AINEs, especialmente os seus efeitos adversos na mucosa gastrica. Esses farmacos, assim como
0s AINEs, exibem efeitos adversos a nivel renal, e cardiovasculares devido a expressao
fisiologica da COX-2 no endotélio e também na da funcdo renal (BRATER et al., 2001;
MUKHERJEE; NISSEN; TOPOL, 2001; FITZGERALD, 2002; GAMBARO; PERAZELLA,
2003; ASGHAR, JAMALLI, 2015; SREBRO et al., 2016)

Assim, os AINEs que sdo farmacos geralmente ndo seletivos podem inibir tanto a COX-
1 como a COX-2, causando diversos distirbios no trato digestivo e podem estar associadas ao
risco de sangramento cutaneo e gastrointestinal como efeito adverso. Além disso, ja é bem
relatado na literatura a sua associa¢do com o surgimento de Ulceras pépticas e disturbios renais.
Uma alternativa seria 0 uso de coxibes, mas, como discutidos acima também possuem efeitos
adversos graves como risco de insuficiéncia cardiaca Tais efeitos colaterais refletem uma
limitacdo critica ao uso continuo destes farmacos (MUKHERJEE; NISSEN, 2001; LANAS;
BOERS; NUEVO, 2015; BALLY et al., 2017; VUILLEUMIER; SCHLIESSBACH,;
CURATOLDO, 2018).

Diante disso, pode-se mencionar que apesar da inflamacao ser um mecanismo de defesa
do organismo, os efeito deletérios causados pela sua exarcebacdo requerem a intervencéo
farmacoterapéutica, entretanto como ja exposto seu uso é limitado principalmente pelo efeitos

colaterais que essas drogas causam. Portanto é de suma importancia a busca de novas
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alternativas terapéuticas que possam minimizar esses efeito colaterais (KOEBERLE; WERZ,
2014; BRUNE; PATRIGNANI, 2015).

2.10 PRODUTOS NATURAIS E SEMISSINTETICOS

Os produtos naturais e seus derivados sdo muito utilizados popularmente para o
tratamento de diversas patologias, dentre elas para o alivio da dor e inflamacéo. No Brasil, 0
uso de plantas medicinais tem um valoroso papel nos cuidados de saude primarios,
principalmente em comunidades sem acesso facil a medicamentos sintéticos (ATANASOV et
al., 2015). Apesar da concorréncia de outros métodos de descoberta de medicamentos, 0s
produtos naturais ainda estdo fornecendo sua parcela de novos candidatos a drogas e ainda
representam uma fonte significativa de novos farmacos, especialmente anticancerigenos, anti-
hipertensivos, anti-infecciosos e imunossupressores (LAHLOU, 2013).

Os produtos naturais detém uma diversidade estrutural importante para formulacéo de
novas drogas, entretanto nem todos os produtos naturais podem ser totalmente sintetizados,
devido a alta complexidade estrutural, além de serem onerosos para fabricacdo em escala
industrial. Procedimentos de formulagdo semissintéticos podem contornar esses problemas,
com o isolamento de composto bioativos a partir da fonte natural, em que o intermediario pode
entdo ser convertido no produto final através de sintese convencional. O procedimento tem
vantagens, pois, o intermediario pode ser mais facilmente extraido, com um rendimento mais
elevado do que o préprio composto completo (PATERSON; ANDERSON, 2005; GANESAN,
2008; CRAGG; NEWMAN, 2013; DAVID; WOLFENDER, 2015).

A fim de resolver essa problematica a selecdo estratégica de produtos naturais, dos quais
ja sdo descritas as atividades bioldgicas, torna-se necessaria para a formulacdo de novos
farmacos. Novos relatos funcionais obtidos a partir do conhecimento tradicional e oriundos de
bancos de dados experimentais podem auxiliar na reducdo de tempo, dinheiro e toxicidade, que
sdo os trés obstaculos especificos no desenvolvimento de medicamentos (GANESAN,2008
ATANASOQV et al., 2015; KATZ; BALTZ, 2016).

Embora produtos naturais inalterados continuem a desempenhar um papel importante
na descoberta de drogas, eles foram amplamente superados por seus analogos, que séo obtidos
através de processos quimicos baseados em design racional. Estd ocorrendo um progresso
recente na diversificacdo estrutural de produtos naturais por meio de abordagens de biologia
sintética ou metodos em combinagao com estratégias quimicas, essa diversidade quimica com

adicdo de grupamentos funcionais que raramente seria encontrado na natureza, além disso o
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isolamento e a purificagdo adicional dos produtos ao final da reacdo fornecem uma ampla
variedade de novos compostos semissintéticos (NEWMAN; CRAGG, 2016; LI; LOU, 2018).
A partir disso, 0s compostos sintéticos sdo aprimorados através da sintese quimica e o
que se observa, e que através desse melhoramento, eles conseguem ter uma maior atividade
desejada em menores doses que 0s compostos naturais, além de ndo serem muitas vezes
rapidamente metabolizados. Esse aprimoramento de moléculas inicialmente naturais tornando-
se posteriores analogos é uma cléssica evolugdo na producéo e inovacdo biotecnologica de
farmacos (NEWMAN, 2008; CRAGG; NEWMAN, 2013; DAVID; WOLFENDER, 2015).

2.11 ACIDOS FENOLICOS

Os compostos fendlicos sdo substancias largamente distribuidas na natureza, sendo que
ja foram detectados pelo menos 8000 destes compostos em plantas (GARCIA-SALAS, 2010).
Pertencem a uma classe de ampla diversidade de estruturas simples e complexas, que possuem
um anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais.
Os compostos fendlicos possuem um mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos
funcionais, sendo que os principais podem ser classificados em dois grupos: os flavonoides
(polifendis) e os ndo flavonoides (fendis simples ou acidos) (MORTON, 1962; DIMITRIOS,
2006; RAHMAN; BISWAS; KIRKHAM, 2006; RUBIO; MACIA; MOTILVA, 2014; ABBAS,
2017).

Os &cidos fendlicos atuam de diferentes formas podendo combater os radicais livres por
meio da doacdo de um atomo de hidrogénio de um grupo hidroxila (OH) da sua estrutura
aromatica; ou ainda atuar quelando metais de transicdo, como o Fe2+ e o Cu+; ou ainda
interrompendo a reacdo de propagacao dos radicais livres na oxidacéo lipidica. Dessa forma
modificando o potencial redox do meio e reparando lesdes de moléculas atacadas por radicais
livres. A elevada capacidade antioxidante destes compostos € principalmente devida as suas
propriedades de 6xido-reducao, as quais podem desempenhar um importante papel na absorcao
e neutralizacdo de radicais (GROOTVELD; HALLIWELL, 1986; JOVANOVIC et al., 1994;
ARUOMA, 1998; RICE-EVANS, MILLER, PAGANGA, 1996; LUSHCHAK, 2014; SEVGI,
TEPE, SARIKURKCU, 2015; ZHANG E TSAO, 2016)

Ja é bem descrito na literatura os efeitos de compostos fendlico tais como: propriedades
anti-inflamatorias e efeitos benéficos em doengas associadas ao envelhecimento, como as
doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e alguns tipos de cancer. Além da sua atuagédo
no estresse oxidativo, seu efeito protetor pode estar associado a modelacdo de vias de

sinalizacdo intracelular, bem como a inibicdo de enzimas que sdo ativadas durante a inflamacéo
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e que sdo fundamentais para a sobrevivéncia celular (ROBBINS, 2003; PANDEY; RIZVI,
2009; ABBAS et al., 2017).

Os acidos fendlicos ainda sdo divididos em dois grupos, tem-se os derivados dos acidos
hidroxibenzobicos e derivados dos acidos hidroxicindmicos. Os acidos hidroxibenzdicos, que
tém estrutura comum, C6-C1, sdo 0s mais simples encontrados na natureza e incluem os acidos
gélico, p-hidroxibenzdico, protocatecuico, siringico e vanilico (SCHUSTER; HERRMANN,
1985; WINTER; HERRMANN, 1986; TATSUMI et al., 1994)

Particularmente, o acido vanilico (&cido 4-hidroxi-3-metoxibenzoico, figura 6), um
acido fendlico, exibiu um perfil farmacologico interessante. Estudos experimentais forneceram
evidéncias de eficAicia em doencas cardiovasculares (PRINCE; RAJAKUMAR,;
DHANASEKAR, 2011) gastrointestinais (KIM et al., 2010) e doencas do figado (ITOH et al.,
2009).

O acido vanilico é utilizado como agente aromatizante, € uma forma oxidada de vanilina
produzida durante a conversdo de vanilina em &cido ferulico. Estudos experimentais
demonstraram que o acido vanilico tem efeitos anti-inflamatorios, onde atua diminuindo o
recrutamento neutrofilico, o estresse oxidativo e inibindo a producao de NF«B e citocinas pro-
inflamatorias, possui também efeito antialérgico pela sua capacidade de controlar as vias de
sinalizacéo de caspase-1/ NF-kB/MAPKs (TAI, SAWANO, YAZAMA, 2011; SEVGI, TEPE,
SARIKURKCU, 2015; DIANAT et al., 2016; VINOTHIYA E ASHOKKUMAR, 2017). Além
disso o acido vanilico possui uma alta capacidade antioxidantes, que incluem sequestro de
radicais livres, alto potencial de reducdo e inibicao da peroxidacdo lipidica (KIM et al, 2011a;
Calixto-Campos et al., 2015; DIANAT et al., 2016).

Neste contexto, o vanilato de isopropila (ISP-VT), um composto semi-sintético derivado
do &cido vanilico, foi sintetizado com algumas modificagdes quimicas, incluindo a remocéo de
um radical hidroxila e a adicdo de um grupo isopropilico, para a producdo de novos alvos
farmacoldgicos afim de melhorar sua estabilidade potencializar seu efeito terapéutico, como a
sua capacidade anti-inflamatoria e antioxidante, esperasse-se usar uma menor dose e

consequente menor toxicidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a atividade anti-inflamatoria, antioxidante, antipirética e avaliar a toxicidade do

vanilato de isopropila em camundongos Swiss.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v

Determinar a atividade anti-inflamatdria do ISP-VT em modelo de edema de pata em
camundongos induzido por carragenina, sulfato de dextrana, bradicinina, histamina,
serotonina, composto 48/80 e PGEZ2;

Avaliar o efeito do ISP-VT na analise de imuno-histoquimica no edema de pata induzido
por carragenina,;

Determinar o potencial do ISP-VT sobre os niveis das citocinas TNF-a e IL-6, e sobre
a atividade da enzima mieloperoxidase (MPO),

Averiguar a agdo ISP-VT sobre a permeabilidade vascular em camundongos;
Averiguar a acdo do ISP-VT sobre a migracao de neutréfilos para o peritonio induzida
por carragenina em camundongos;

Avaliar a capacidade do ISP-VT na inibicdo de COX-1 e COX-2 in vitro;

Avaliar o efeito antipirético do ISP-VT sobre a febre induzida por levedura de cerveja.
Avaliar a atividade antioxidante in vitro do ISP-VT no sequestro de radical DPPH,
quelacéo de ion ferroso e formacgdo do complexo fosfomolibdénio

Investigar o potencial do ISP-VT sobre os niveis de glutationa (GSH) e malondialdeido
(MDA) e Nitrito e Superdéxido desmutase (SOD) no liquido peritoneal.

Avaliar o potencial do ISP-VT sobre a toxicidade gastrica em camundongos.

Analisar a toxicidade aguda do ISP-VT em camudongos.
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4. METODOLOGIA
4.1 DROGAS E REAGENTES

A-Carragenina, indometacina, bradicinina, serotonina, histamina e composto 48/80
foram adquiridos da Sigma Chemical (St. Louis, MO, EUA). Todos 0s outros produtos
quimicos foram de grau analitico e obtidos a partir de fornecedores comerciais padréo. 1,1-
difenil-2-picrilhidrazil (DPPH), acido dissulfénico 3-(2-piridil)-5,6-difenil-1,2,4-triazina-p'-p'-
dissulfénico, e 3,5-Di-terc-4-Hidroxitolueno Butilato (BHT) foi adquirido da Sigma-Aldrich
(Saint Louis, EUA), a heparina foi adquirida da Merck (S&o Paulo, Brasil) e todas as drogas
foram dissolvidas em 0,9% estéril (p / v NaCl (solucdo salina) Todos os outros produtos

quimicos eram de grau analitico e foram obtidos de fornecedores comerciais padrao.

4.2 OBTENCAO DO COMPOSTO SEMISSINTETICO VANILATO DE ISOPROPILA.

Para a sintese do vanilato de isopropila (ISP-VT) foi utilizada uma solugédo agitada de
acido vanilico (0,25¢g, 1,05 mmol) com 50 ml de isopropanol, na qual foi adicionado 0,4 ml de
H2SO4 e a solucgéo foi aquecida a 110 °C durante 4 horas. O Isopropanol foi removido sob
pressdo e a solucdo foi diluida com 20 ml H2O. O produto foi extraido com acetato de etila, a
fase organica foi lavada sucessivamente com NaHCO3 a 5% e H20, depois secada em anidro
Na>SOs, posteriormente filtrada e evaporada, com obtencdo do rendimento de 67%. Os
parametros da espectroscopia foram os seguintes: *H NMR (200 MHz, CDCls) & 7.65 — 7.46
(m, 2H), 6.90 (d, J = 8.3 Hz, 1H), 6.36 (s, 1H), 5.20 (dt, J = 12.4, 6.2 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H),
1.34 (s, 3H), 1.31 (s, 3H); *C NMR (50 MHz, CDCls) & 166.2, 150.0, 146.3, 124.0, 122.8,
114.2,111.8, 68.2, 56.0, 21.9. IV vmax (KBr) 3358, 2980, 1688, 1610, 1595, 1519, 1496, 1431,
1292, 1228, 1161, 1103, 1028, 941, 893, 768, 658, 634 cm™ (PLOYPRADITH et al., 2007)
(Composto foi obtido em parceria com o Prof°® Damiao Pergentino de Sousa do programa de de
Mestrado e de Doutorado em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos — Universidade Federal
da Paraiba).
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Figura 7: Estruturas quimicas do acido vanilico e do vanilato de isopropila (ISP-VT).
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A figura 7A mostra a estrutura quimica do acido vanilico (CALLIXTO-CAMPOS et al, 2014).7B mostra

a estrutura do vanilato de isopropila ao qual foram feitas modificagfes quimicas como a remogao de um
radical hidroxila e a adi¢do de um grupamento isopropilico.
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4.3 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Para a realizacdo dos experimentos foram utilizados camundongos da linhagem Swiss,
pesando entre 25-30g, de ambos 0s sexos (n=5 por grupo). Os animais foram provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Piaui, Teresina. Foram entdo armazenados, e
mantidos em gaiolas com temperatura controlada de 22 + 2°C, em ciclo de 12 h claro/12 h
escuro, com livre acesso a ragdo (dieta padrdo) e agua ad libitum. Todos os procedimentos e
cuidados foram conduzidos de acordo com as normas internacionais aceitas e pelo Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (COBEA) em consonancia com a resolucéo
normativa N° 38, 17 de abril de 2018 da lei n® 11.794. Esse projeto foi enviado para apreciacéo
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA) da UFPI e foi aprovado pelo
(protocolo n°068/14) (anexo 1). Todos os esforgos foram feitos para minimizar o sofrimento

dos animais.

4.4 EDEMA DE PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA EM CAMUNDONGOS SWISS

Inicialmente, os camundongos foram pré-tratados por via intraperitoneal (i.p.) com
vanilato de isopropila em difentes doses (0,3, 1, e 3 mg/kg) ou indometacina (10 mg/kg, i.p.).
Apo6s 30 minutos, o edema foi induzido pela administracdao de 50 ul de uma suspensdo de
carragenina (500 pg/pata) na pata traseira direita do animal. Enquanto que no grupo controle
negativo foi adminstrado 50 pl/pata de salina estéril (0,9 %). O volume da pata foi aferido em
diferentes tempos, o inicial foi denominado de Tempo 0 (To), sendo este correspondente a
leitura basal da pata traseira direita dos animais, o qual foi utilizado como pardmetro de
compara¢do com as demais leituras seguintes. Os Tempos 1, 2, 3 e 4 (Ty, T2, Tz € Ty,
respectivamente) equivalem as horas seguintes apds inducdo do edema com carragenina. Os
resultados foram obtidos utilizando um pletismometro (Panlab, Barcelona, Espanha), que
possui a capacidade de registrar o volume de liquido deslocado em um sistema de vasos
comunicantes, em resposta a introducdo da pata do camundongo swiss em uma das cubas que
compdem o sistema. A outra cuba contém um transdutor capaz de detectar, de forma precisa,
quantidades minimas de liquido deslocado da ordem de uL (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962;
SILVA et al., 2015).

4.5 EDEMA DE PATA INDUZIDO POR MEDIADORES INFLAMATORIOS

Para induzir o edema de pata, 0os animais receberam a administracdo de 50 pl de
serotonina (5-HT; 1%), ou histamina (HIST; 100 ug/pata), ou prostaglandina E2, (PGE2; 3
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nmol/pata), composto 48/80 (12 pg/pata, sulfato de dextrana (DEX; 500 pg / pata), ou
bradicinina (BK; 6 nmol / pata) na pata traseira direita (SILVA et al, 2015). A pata contralateral
recebeu 50 pl de solugdo salina (0,9%) que serviu como controle negativo. Foram administrados
ISP-VT (1mg/kg, melhor dose) ou indometacina (10 mg/kg), via i.p., 30 minutos antes da
injecdo intraplantar dos agentes inflamatorios listados anteriormente. No experimento com
bradicinina, os animais foram pré-tratados com captopril (5 mg/kg, i.p.) 1 hora antes da inducéo de
bradicinina para evitar sua degradacdo (SILVA et al, 2015). O volume da pata direita foi medida
antes (VO; tempo zero) a 30, 60, 90 e 120 min apds estimulos (Vt). Os dados foram expressos como

média £ S.E.M de 5-6 animais por grupo.

4.6 PERITONITE INDUZIDA POR CARRAGENINA

Para a determinacéo da migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal, foi realizado
0 protocolo de inducéo da peritonite por administracdo de carragenina, inicialmente os animais
foram pré-tratados com por via intraperitoneal com salina (0,9% i.p), indometacina (10 mg/kg
i.p) ou ISP-VT na dose de (1.0 mg/kg, i.p.). Apos trinta minutos depois, 0os animais foram
tratados com carragenina (250 ul; 500 ug/cavidade), os animais foram eutanasiados 4 horas
mais tarde e a cavidade peritoneal foi lavada com 1,5 ml de fosfato heparinizado de salina
tamponada (PBS) para a colheita peritoneal de células. Os volumes recuperados foram
uniformes em todos 0s grupos experimentais e eram equivalentes a 95% do volume injetado.
As Contagens de células totais foram realizadas em uma cdmara de Neubauer, e as contagens
de células diferenciais (100 células total) foram realizadas em laminas citocentrifuga coradas
com hematoxilina e eosina (H & E). Os resultados foram apresentados como o nimero de
leucdcitos por mililitro de exsudato peritoneal. Aliquotas de exsudatos peritoneais foram
colhidas para analise da atividade da enzima mieloperoxidase (MPQO), dos niveis de citocinas
TNF-a e IL-6, dos niveis de glutationa (GSH), malondialdeido (MDA) e as concentracfes de
nitrito (NO2-) e superédxido dismutase (SOD). Os dados foram expressos como média + S.E.M
de 5-6 animais por grupo (SILVA et al., 2015).

4.7 AVALIACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE (MPO)

O ensaio da atividade da enzima MPO foi baseado no método de Bradley et al., (1982).
Resumidamente, as amostras do exsudato peritoneal foram centrifugadas, 400 ul de exsudato
peritoneal a 40000 x g durante 7 minutos a 4°C. Depois, 10 ul do sobrenadante foram recolhidos
e a atividade da MPO determinada por medicdo da alteracdo na absorbancia a 450 nm,

utilizando o-dianisidina e 1% peroxido de hidrogénio (H202). Os resultados foram expressos
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em unidades/ml. Uma unidade de atividade de MPO foi definida como a conversdo de 1 pmol

de peroxido de hidrogénio a &guaem 1 mina 22 ° C.

4.8 AVALIACAO DA PERMEABILIDADE VASCULAR

A permeabilidade vascular foi analisada em camundongos através da mensuracdo do
extravasamento de Azul de Evans, substancias que consegue se ligar a albumina sérica. Foi
seguido o protocolo de inducgéo da peritonite como descrito anteriormente e os animais foram
pré tratados com Isp-vt (1mg/kg) ou indometacina (10 mg/kg) () entretanto 30 minutos antes
da eutanasia dos animais foi administrado via plexo ocular de 50 uL de Azul de Evans (50
mg/kg em PBS 10x). Os animais foram eutanasiados 4 horas ap0s a injecéo de carragenina e a
lavagem peritoneal foi realizada com 3 ml de PBS mais EDTA, e a quantidade de
extravasamento de azul de Evans foi medida com o auxilio de um espectrofotometro a 620 nm
apos a realizacdo de curva padrdo. O veiculo (solugdo salina estéril a 0,9% (p/v) foi utilizado
como controle (THURSTON et al., 2000).

4.9 ANALISE DAS CONCENTRACOES DE TNF-o ¢ IL-6

Os niveis de TNF-a e IL-6 foram determinados utilizando ensaio de imunoabsorbéncia
ligado a enzima (ELISA) (CHAVES et al., 2013). Primeiro uma placa de microtitulacéo foi
incubada a 4° C durante overnigt com um anticorpo policlonal para TNF-a ou IL-6 (4 pg/ml)
DuoSet ELISA Development kit R&D Systems. albumina de soro bovino (BSA) a 2% diluida
em PBS foi utilizada para bloquear os locais de ligacéo inespecifica da placa a incubacdo dos
pocos durante 90 min a 37°C. Em seguida, as amostras com ISP-VT e cada amostra padréo
foram adicionadas em varias dilui¢des, postas em duplicata e incubadas a 4°C durante 24 h.
Feito isso, as placas foram lavadas trés vezes com tampéo (0,01 M de fosfato, 0,05 M de NaCl,
0,1% de Tween 20, pH 7,2). Logo em seguida, foi adicionado 50 puL de biotinilado policlonal
de ovelha anti-TNF-a, ou anti-1L-6 (dilui¢cdo de 1:1000 em tampdo de ensaio contendo 1% de
BSA). Outraincubacéo a temperatura ambiente durante 1 h foi realizada. Logo depois as placas
foram lavadas e 50 pl de peroxidase advinda de conjugado de rabano silvestre na propor¢édo de
1: 5000 foi adicionado a todos os pocos, apds 15 min, entdo as placas foram lavadas e o reagente
de cor o-fenileno-diamina (40 pg/pogo) foi adicionado. Depois de 15 min em um ambiente
escuro com temperatura de 37°C, a reacdo da enzima foi interrompida com H2SO4 (1 M) e a
absorbéancia foi lida a 490 nm. Os resultados de ELISA foram expressos como pictogramas de

cada citocina por mililitro de exsudato peritoneal (pg/ml).
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4.10 MICROSCOPIA INTRAVITAL

A microscopia intravital foi utilizada para estabelecer o rolamento e a adesdo de
leucdcitos a microcirculacdo mesentérica e examinada como descrito anteriormente (FORTES,
et al., 1991) Resumidamente, os camundongos foram pré-tratados com administracdo ISP-VT
(1 mg/kg) 30 min antes da administracdo de carragenina (500 pg/cavidade). Apos 4 horas, 0s
animais foram anestesiados com uma mistura de cetamina (100 mg / kg, i.p.) / xilazina (10
mg/kg, i.p.) e o tecido mesentérico foi exteriorizado para exame microscopico in situ. Os
animais foram mantidos em uma placa especial que € controlada termostaticamente a 37 ° C,
com uma plataforma transparente sobre a qual foi colocado o tecido a ser transiluminado. Os
vasos selecionadas para estudo eram vénulas de terceira ordem, definidas de acordo com a
localizagéo da ordem de ramificacdo dentro da rede microvascular. Esses vasos correspondiam
a vénulas pds-capilares, com didmetro de 10 a 15 pum. Os leucdcitos em rolamento foram
definidos como leucdcitos que se movem a uma velocidade menor que os eritrocitos no mesmo
fluxo. O numero de leucocitos rolantes foi determinado em intervalos de 10 minutos. Estes
leucdcitos foram contados & medida que rolavam para além de um comprimento de 10 um de
vénula. Considerou-se que o leucdcito aderiu ao endotélio venular se ele permaneceu
estacionario por 30 segundos. O nimero de células aderentes (adesivas) foi expresso como o
namero por 10 um de comprimento da vénula. As células foram contadas na imagem recorde,

usando 3 a 4 campos diferentes para cada animal para evitar a variabilidade da amostragem.

4. 11 IMUNO-HISTOQUIMICA PARA COX-2

Para 0s ensaios de imuno-histoquimica, 0 método de estreptavidina-biotina-peroxidase
foi utilizado (HSU; RAINE, 1981). A imuno-histoquimica é utilizada para deteccdo da
expressao de proteinas nas células dos tecidos, usando anticorpos como reagentes especificos
que serdo capazes de identificar e estabelecer uma ligagdo com constituintes tecidulares que
funcionam como antigénios de acordo com o principio antigeno/anticorpo (HSU; RAINE,
1981). Para isso trés camundongos de cada grupo foram tratados com 0,9% de solucéo salina
estéril, ISP-VT (1mg/kg i.p) e Indometacina (10 mg/kg) apos 30 realizou-se uma injecéo
intraplantar de carragenina (protocolo previamente descrito). Decorridos trés horas, os animais
foram eutanasiados e seccdes da regido plantar de 5 mm da pata traseira foram imersos em 10%
de formol tamponado durante 48 h, logo apds foram imersas em uma solucao de &lcool a 70%.
As seccOes foram entdo desparafinados, hidratado em xilol e etanol, e imersos em tampé&o

citrato 0,1 M (pH 6) com menos de 18 min de aquecimento micro-ondas, para a recuperacgéo de
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antigeno. Apos o resfriamento a temperatura ambiente, durante 20 min, as sec¢des foram
lavadas com uma solucdo tamponada com fosfato, seguida de 15 minutos de bloqueio da
peroxidase endogena, com uma solucdo de H202 a 3%. As sec¢des foram incubadas durante a
noite (4°C) com os anticorpo primario (anti-COX-2) diluida em PBS, de acordo com as
instrucdes dos fabricantes. No dia seguinte, as sec¢des foram lavadas em PBS e incubadas
durante 30 min com o anticorpo secundéario de coelho biotinilado (anti-1gG), igualmente diluido
em PBS (diluicdo a 1:200). Apos lavagem em PBS, as sec¢des foram incubadas durante 30
minutos com o complexo peroxidase de estreptoavidina conjugada (complexo ABC
Vectastain®, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA). Depois de mais uma lavagem com
PBS, as secc¢bes foram coradas com 3,3'diaminobenzidine-peroxido (DAB) cromophore,
contra-coradas com hematoxilina Mayer, desidratadas e montadas em laminas de microscépio
para andlise, e os dados foram semi quantificados (como a densidade dptica relativa de células

imunomarcadas).

4.12 ENSAIO DE INIBICAO DE CICLOOXIGENASES

Inicialmente, os animais foram pré-tratados intraperitonealmente (i.p.) com ISP- VT (1
mg/kg) ou indometacina (Indo, 10 mg / kg i.p.) , ap6s 30 min eles receberam a carragenina via
i.p (500 pg / cavidade), depois de 4 h os animais foram eutanasiados e tiveram a sua cavidade
peritoneal lavada 1,5 ml de PBS . Para avaliar a inibi¢do da Cicloxigenase- 2 (COX-2), foi
utilizado o kit de ensaio de inibigdo colorimétrico COX da Cayman Chemical (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI, EUA) e foram seguidos como instruc6es fornecidas pelo fabricante
(SHAIKH; PUND; GACCHE, 2016). O ensaio mede a atividade da peroxidativa da COX, a
atividade da peroxidase foi avaliada colorimetricamente por monitorizacao do aparecimento de
N, N, N, N'-tetrametilf enilenodiamina (TMPD) oxidada a 590 nm, foi utilizado indometacina
como um farmaco padrdo. O kit inclui inibidores isoenzimaticos para distinguir a atividade da
COX-2 da atividade da COX-1.

%Inibicao = ( Atividade de COX (padrdo)— Atividade de COX com a amostra
1 Atividade de COX x 100

4.13 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.13.1 SEQUESTRO DO RADICAL 1,1-DIPHENYL-2-PICRYLHYDRAZYL (DPPH)
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O sequestro do radical livre 1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl (DPPH) foi analisado de
acordo com o método descrito por Blois (1958), com algumas modificacGes. Tal método é
baseado na captura do radical por moléculas antioxidantes, produzindo assim um decréscimo
da absorcdo a 515nm, usado para determinar a habilidade de sequestro de radical livre de
amostras (DING, 2011). Primeiramente, 300 uL da amostra do ISP-VT em vérias concentraces
(0.025-5 mg/ml) foram dissolvidas e agitados em 200 pulL de metanol (MeOH). Em seguida,
nessa solu¢ao foram adicionados 2,5 ml de DPPH (75 uM em MeOH) e mantidas em
temperatura ambiente no escuro por 30 min. As leituras de absorbancias foram realizadas a 517
nm (A517). A atividade antioxidante foi expressa como % de atividade de sequestro de radical
DPPH. O hidroxitolueno butilado (BTH) foi utilizado como material de referéncia. Todas as
reacOes foram realizadas em triplicado. O efeito no sequestro do DPPH foi calculado com base
na seguinte formula: Efeito do sequestro de DPPH (%)=[Ao—(A—Ab)/Ao] x 100
Em que, Ao= As17 do DPPH sem amostra; A=A517 da amostra e DPPH; e Ab=As17 da amostra
sem DPPH.

4.13. 2 ENSAIO DE QUELAGAO DO iON FERROSO

O ensaio de quelacao do ion ferroso foi realizado de acordo com o método descrito por
Chew et al., (2008), com algumas modificacGes, no qual a ferrozina pode formar um complexo
vermelho com Ferro 11 (Fe*?), no entanto na presenca de outros agentes quelantes leva a uma
diminuicdo na cor vermelha e, consequentemente, na absorbancia, indicando uma menor
formac&o de complexo ferrozina-Fe*? (CHVATALOVA, 2008). Nesta ordem, misturou-se 1
mL de Sulfato Ferroso 0,1 mM (FeSO4), 1 mL de amostra com ISP-VT(0,025 — 5,0 mg/ml) e
1 mL de Ferrozina 0,25 mM (acido 3-(2-piridil) 5,6-difenil-1,2,4-triazina-p-p’-disulfonico). Os
tubos foram agitados por 1 minuto e ap6s 10 min foram realizadas as leituras a 562 nm. O
branco é realizado substituindo-se a amostra pelo solvente utilizado para todas as amostras
(dgua destilada). EDTA foi utilizado como material de referéncia. A atividade antioxidante foi
expressa como % inibi¢do da atividade quelante de ferro, definida como a concentragédo do
material de teste necessaria para causar uma diminui¢do de 50% na concentracdo inicial de
solucdo de ion ferroso. Todas as reacdes foram realizadas em triplicatas. Os resultados foram
expressos como habilidade de quelacdo do ion ferroso (%) e calculados através da seguinte
formula:
Habilidade de quelacéo de ion ferroso (%)=[Ao—(A—Ab)/Ao] x 100
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Em que, Ao= Ase2 do FeSO4 e Ferrozina sem amostra; A=A562 da amostra, FeSO4 e Ferrozina,;
e Ab=Ase da amostra sem FeSOs e Ferrozina.

4.13. 3 ENSAIO DE CAPACIDAADE ANTIOXIDANTE TOTAL PELA FORMAC;AO DO
COMPLEXO FOSFOMOLIBDENIO

O ensaio de capacidade antioxidante foi realizado atraves da formacdo do complexo
fosfomolibdénio descrito por Prietro, Pineda e Aguilar (1999). Este teste se baseia pela
formagéo de um complexo de fosfomolibdénio, que ocorre pela reducdo do molibdénio (Mo
(VI) a Mo (V) em pH é&cido, determinando assim o potencial antioxidante. Resumidamente,
adiciona-se 300 pl da amostra com ISP-VT (0,025 — 5,0 mg/ml) a 3 ml de solugéo de molibdato
de aménio 4 mM, &cido sulfarico 0,6 M e fosfato de sddio 28 mM, homogeneizar e incubar a
95 °C durante 90 min. Ap6s o resfriamento foram realizadas as leituras a 695 nm. A atividade
foi expressa como % capacidade antioxidante total, o branco é feito substituindo-se a amostra
pelo solvente utilizado para todas as amostras. O BHT foi utilizado como material de referéncia.
Para efeito de célculo, o acido ascorbico (200 pg/mL) foi considerado como 100% de atividade
antioxidante. Todas as reagdes foram realizadas em triplicatas.
Os resultados foram expressos em capacidade antioxidante total (%) e calculados através da
seguinte formula: Capacidade anrioxidante total (%)=[(Asssnm da amostra — Asgsnm do

branco)x100/ Asgsnm do &cido ascérbico —Asesnm do branco]

4.13. 4 ANALISE DAS CONCENTRACOES DE GLUTATIONA (GSH)

Inicialmente, 400 pul de cada sobrenadante de exsudado peritoneal foram misturadas a
320 pL de agua destilada e a 80 pL de acido tricloroacético (TCA) a 50% para precipitacao de
proteinas. Os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 3.000 rpm a 4°C. Um total de 400 uL
do sobrenadante foi adicionado a 800uL de tampao Tris 0,4 M (pH 8.9) e 20 uL de écido ditio-
nitrobenzoico DTNB (reagente de Ellman) 0,01M. A mistura foi entdo agitada por 3 minutos e
a absorbancia lida a 412 nm em espectrofotdometro (SEDLAK; LINDSAY, 1968). As

concentragdes de GSH foram expressas em pg/ml de exsudato.

4.13.5 ANALISE DOS NiVEIS DE MALONDIALDEIDO (MDA)

As concentracdes de MDA no exsudato peritoneal a partir de cada um dos grupos foi
medida de acordo com Mihara e Uchiyama (1978). Resumidamente, aliquotas (500 ul) do
exsudato peritoneal foram centrifugados a 3000 g durante 15 min a 4 °C, em seguida, 250 pl de

cada sobrenadante foi adicionado a 1,5 ml de acido fosforico a 1% (H3PO4) e 0,5 ml de acido
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tiobarbiturico 0,6% (solugdo aquosa). Em seguida, esta mistura foi agitada e aquecida em
banho-maria durante 45 min. Posteriormente, as amostras foram levadas imediatamente a um
recipiente com agua gelada seguido pela adicdo de 4 ml de n-butanol. As amostras foram
agitadas, e a camada de butanol foi separada por centrifugacdo a 1200 g durante 15 min e a
absorbancia foi lida em 520 e 535 nm no espectrofotdmetro. As concentracdes de MDA foram

expressas como mmol/ml de exsudato.

4.13. 6 ANALISE DAS CONCENTRACOES DE NITRITO (NO2-)

As concentracgdes de nitrito (NO2-) no exsudado peritoneal foi determinada pela reacao
de Griess como indicador da producgdo de Oxido nitrico como modificado previamente por
Mizokami et al (2016). Resumidamente, 50 pl da amostra e 50 pl do reagente de Griess
(sulfanilamida mistura de 2% em acido fosforico a 5% e 0,2% de N- (1-naftil) etilendiamina
hidrocloridrico-NEED) foram misturados em 96 pocos de placas de ELISA. A absorvancia foi
medida a 550 nm, e os niveis de NO2- foram determinadas utilizando uma curva padréo de
NaNO?. Os resultados sdo pM de NO2- por cavidade.

4.13. 7 DETERMINACAO DOS NIVEIS DA SUPEROXIDO DISMUTASE (SOD)

A concentragdo da superoxido dismutase foi mensurada usando um ensaio
espectrofotométrico modificado (DAS et al., 2000). Segundo essa metodologia a atividade
enzimatica é calculada pela quantidade de sod capaz de inibir a formacéo de nitrito em 50%. O
exsudato peritoneal foi homogenizado em 1 ml/100 mg de tampao de fosfato de tecido (50 nm,
ph 7,4), desse homogenato 100 ul foram adicionados a 1110 ul de tampao de fosfato, 75 ul de
I-metionina (20 mm), 40 pl de triton x-100 (1% v/v), 75 ul de cloreto de hidroxilamina (10 mm)
e 100 pl de edta (50 um). Feito esse processo a solugdo foi incubada num banho maria a 37 °
¢ por 5 minutos, depois foram adicionados 80 pl de solucdo de riboflavina (50 um) e expostos
a luz durante 10 minutos. Dessa solugao, foram retirados 100 pl da amostra e outros 100 pl de
reagente de griess foram adicionados em pocos, e decorridos 10 minutos, a absorbancia foi lida
a 550 nm por espectrofotometria em um leitor de elisa. A quantidade de proteinas totais também
foi determinada com um kit comercial da labtest. Os resultados foram expressos como u sod/pg

de proteina.

4.14 ATIVIDADE ANTIPIRETICA (HIPERTERMIA INDUZIDA POR LEVEDURA EM
CAMUNDONGOS)
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Para determinar a atividade antipirética do ISP-VT, os camundongos foram divididos
em quatro grupos. A temperatura corporal normal dos animais foi medida por via retal com a
ajuda de um termometro digital, ums hora antes da administracdo dos farmacos. A atividade
antipirética de ISP-VT foi avaliada utilizando injecdo subcutanea de levedura de cerveja (10
mL/kg de 15% p/v). para elevacdo da temperatura corporal de camundongos. Apo6s 18 h da
aplicacdo da injecdo de levedura, os animais foram selecionados, ou seja, 0s que aumentaram a
temperatura corporal em mais pelo menos 1C° foram utilizados no experimento, em seguida o
farmaco e os composto teste foram administrados, onde paracetamol 100 mg/kg, p.o. foi tomado
como droga padréo. A temperatura retal foi medida por termometro digital no intervalo de 0, 1,
2, 3 e 4 hapos a administracdo do farmaco (ASONGALEM et al., 2004).

4.15 AVALIACAO DA TOXICIDADE GASTRICA

Os camudongos receberam ISP-VT (100 mg / kg v.0) por gavagem, indometacina (20
mg / kg v.0.) ou solucdo salina esterilizada a 0,9%. A eutanasia foi realizada apds 7 horas de
administracdo da droga, o estdbmago foi removido fazendo uma abertura ao longo da curvatura
maior. Para medir o dano géstrico macroscépico, o paquimetro digital (Mitutoyoa) foi usado e
calculado pela soma dos comprimentos de todas as erosdes lineares. Apds esse procedimento,
amostras de tecido gastrico foram avaliadas quanto a atividade da enzima mieloperoxidase
(MPQO), conforme descrito anteriormente (SILVA et al., 2015).

4.16 TOXICIDADE AGUDA DE ISP-VT

Para avaliar a toxicidade aguda do Isp-Vt, o teste foi realizado segundo o Guia 423 das
diretrizes da Organizacdo para a Cooperacdo e o Desenvolvimento Econémico (OCDE)
(Diretriz 423/2001). Para avaliar esses parametros de toxicidade aguda, usamos camundongos
Swiss fémeas pesando 25-30 g. Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos: o
grupo controle recebeu apenas salina estéril por via oral, e o grupo teste recebeu Isp-Vt (2000

mg / kg) dissolvido em solucdo salina por via oral.

4.16.1 SCREENING HIPOCRATICO

Apos a administragdo de ISP-VT dose unica via oral (2.000 mg / kg), os animais foram
observados ap06s 10 min, 30 min, 1h, 2h, 4h, 6h, 12h e 24h) e, a partir de entdo, diariamente, e

quaisquer mudancgas comportamentais foram anotadas de acordo com o Guia 423 das diretrizes
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da OCDE até o décimo quarto dia. Foram avaliadas a atividade geral dos animais assim como
0s sistemas nervoso sensorial, psicomotor, nervoso central e sistema autbnomo, além disso
foram mensurados diariamente o peso corporal e 0 consumo de agua ou alimentos, como

descrito anteriormente (Brito, 1994).

4.16.2 PARAMETROS BIOQUIMICOS

Depois de realizar o screening hipocratico durante os quartoze dias, 0s animais foram
submetidos a jejum durante 12 horas e anestesiados com cloridrato de xilazina (5 mg / kg i.p.)
e cetamina (60 mg / kg i.p). O sangue foi coletado por puncéo cardiaca e armazenado em tubos
contendo &cido etilenodiaminotetracético (EDTA). Utilizou-se o Analisador Bioquimico Semi-
Automatico (TEKNA, Sado Bernardo do Campo - SP) para dosagem da aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), ureia e creatinina, segundo as
especificacOes do fabricante (Labtest Diagnosis, S&o Paulo, Brasil).

4.16.3. PESOS DE ORGAOS E ANALISE HISTOLOGICA

Apos a eutanasia dos animais, os 6rgaos (figado, rim, baco, coracdo e intestino) foram
removidos e pesados. Para calcular o peso relativo de cada 6rgdo foi utilizada a seguinte
formula: Peso corporal/peso corporal apds o tratamento x 100. Para analise histologica, 0s
tecidos previamente fixados em formaldeido foram desidratados com imers@es consecutivas em
concentragdes crescentes de alcool seguida de clareamento, inicialmente em xileno Il e xilol I.
Os cassetes contendo as amostras foram entdo montadas em blocos de parafina. Um micrétomo
foi usado para cortar secdes de tecido de 6 mm de espessura. As laminas foram preparadas por
coloracdo com hematoxilina e eosina (HE), e foram observadas em microscopio de luz para
avaliar alteragBes celulares, intersticiais, vasculares ou inflamatorias, bem como marcadores de
disturbios de crescimento e diferenciacao celular (MELJ et al., 2002; YOUNOSSI et al., 2005;
LEODIDO et al., 2017).

4.17 ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos foram expressos em média + erro padrdo da meédia (E.P.M.). Para
comparacdo entre as médias foi utilizada a analise de variancia (ANOVA) e a significancia

entre os grupos estabelecida pelos testes de Student e Newman-Keuls. Valores de p <0,05 foram
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considerados estatisticamente significativos. Foi utilizado o programa GraphPad Prism 5.0
para a realizacdo da anélise estatistica e confec¢do dos graficos.
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5.RESULTADOS
5.1 EFEITO DO ISP-VT NO SEQUESTRO DE RADICAL DPPH

O sequestro do radical DPPH pelo ISP-VT ¢é mostrado na Figura 8A. Essa inibicao
ocorreu de maneira significativa nas doses de 0,025 a 5,0 mg/ml de ISP-VT. Estes resultados
mostram um efeito notavel na inibicdo da formacéo de radical DPPH (CI50 = 1,69 * 0,29
mg/ml), com percentual de inibicdo méxima de 75,60 = 1,15% na concetracdo de 5 mg/ml.
Como esperado, o BHT, um antioxidante sintético usado como controle positivo, apresentou
forte atividade antioxidante com CI150 = 0,47 + 0,12 mg/ml. Este resultado mostrou que o ISP-

VT tem um efeito significativo no sequestro do radical DPPH.

5.2 ISP-VT E QUELACAO DE IONS FERROSOS

Medimos a quelagdo de ions ferrosos em diferentes concentracdes de ISP-VT (0,025 a
5,0 mg/ml) (Figura 8B). A IC50 de ISP-VT para quelagéo de ferro foi de 0,86 = 0,15 mg/ml,
enguanto que para o EDTA foi de 0,86 £ 1,12 mg/ml. A porcentagem de inibicdo inicial variou
de 41,72 £ 1,10 % a 82,32 + 1,17% entre as doses testadas a concentracdo de 5 mg/ml. Este

resultado mostra que o ISP-VT foi efetivo ao quelar ions ferrosos.

5.3 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE TOTAL DE ISP-VT

A Figura 8C mostra que o ISP-VT (0,025 - 5,0 mg / ml) foi efetivo na reducédo de
Molibdénio (VI) para Molibdénio (V), com IC50 de 2,13 + 0,38 mg/ml e uma reducdo
percentual maxima de 85,20 + 1,17% na maior concentragdo. A substancia quimica de
referéncia, o acido ascorbico, tinha uma IE50 de 72,30 + 0,59 pg/ml. Estes resultados mostram
que o ISP-VT tem uma capacidade antioxidante total elevada, conforme determinado pela

formacdo do complexo fosfomolibdénio neste ensaio.
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Figura 8. Efeito antioxidante do ISP-VT (A) no sequestro de radicais livres de DPPH, (B) quelagéo de ions ferrosos e (C) atividade antioxidante total
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Diferentes concentracbes de ISP-VT séo representadas pelas colunas (a) a (g) (0,025, 0,05, 0,5, 1,0, 2,0, 3,0 e 5,0 mg / mL). A atividade do ISP-VT foi comparada a um

antioxidante sintético (butil-hidroxitolueno, BTH) e do acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA). Os resultados sdo expressos como a méedia + DP (n = 3).
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5.4 EFEITOS ISP-VT NO EDEMA DA PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA

A Figura 9A-9B mostra que a administracdo de carragenina na pata traseira direita
promove a formacdo de edema, com um pico as 3 h (0,056 = 0,005 ml), que diminui as 4 h
(0,028 + 0,004 ml). No entanto, o pre-tratamento com ISP-VT nas doses 1 e 3 mg/kg
intraperitonealmente produziu uma reducgéo significativa (p <0,05) na formacéo de edema na
pata na 3 h (0,026 £ 0,002 ml, 53,5% de inibicdo; 0,022 £ 0,006 ml, 59,8% de inibicao,
respectivamente; 9C). A dose de 0,3 mg/kg ndo reduziu significativamente a formagao de
edema (0,055 + 0,005 ml). A indometacina foi efetiva na reducdo do edema de forma
significativa (0,0120 + 0,003 ml; 9D) Portanto, a dose de 1 mg/kg (9D) proporcionou uma
protecdo efetiva contra os efeitos inflamatorios causados pela carragenina, ela foi selecionada

para estudos posteriores.

5.5 EFEITO DO ISP-VT NA IMUNO-HISTOQUIMICA PARA COX-2 EM EDEMA DE
PATA INDUZIDO POR CARRAGENINA.

Os resultados da analise imunohistoquimica sdo mostrados na Figura 10A dos tecidos
conectivos e epiteliais do grupo salina, das patas inflamadas de camundongos que receberam
carragenina (10B) (500ug/pata). Apds 3 horas de inducéo do edema a contagem mostrou que
houve um aumento da imunocoloracéo para COX- 2 no grupo carragenina (Fig. 9E), por outro
lado, o pré-tratamento com ISP-VT (1,0 mg/kg, ip) (10C) diminuiu esta marcacgdo das células
de forma significante (32,57 + 2,68; p <0,05) bem como a droga padrdo a indometacina (10D)

(10 mg/kg, ip) também diminuiu a imunocoloracdo das células para COX-2 (31,51 + 4,22).
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Figura 9. Edema de pata induzido por carragenina.
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Na figura 8A mostrou que o ISP-VT foi eficaz em reduzir o edema da pata induzido por carragenina. Cada ponto
representa a média £ S.E. M de 5-6 animais por grupo. * P <0,05 em relagdo ao grupo carragenina. A analise
estatistica foi realizada por testes one-way ANOVA, seguidos por Newman-Keuls. CG = carragenina; INDO =
Indometacina; i.p. = intra peritoneal
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Figura. 10. Imuno-histoquimica para COX-2 em tecidos de pata 4 h ap6s a administracdo de carragenina e ensaio de inibi¢do para COX
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O painel 10A mostra a imuno-histoquimica camundongos tratados com solugdo salina, 10B: camundongos pré-tratados com solugdo salina + administracéo de carragenina,10C:
camundongos pré-tratados com ISP-VT (1mg / kg) + administracdo de carragenina, no 10D mostra camundongos pré-tratados com indometacina (10mg / kg ) + admistracéo
de carragenina. Painel 9E pode-se observar que a administracdo de carragenina aumentou significativamente a expressdo de COX-2 e assim como,o nimero de células marcadas

em comparagdo ao grupo salina, porém o ISP-VT reduziu significativamente a imunomarcacgao de COX-2 nas células do tecido das patas.
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5.6 EFEITO DO ISP-VT NO EDEMA DE PATA INDUZIDO POR VARIOS AGENTES

A Figura 11 mostra o edema da pata induzido pelo composto 48/80 (Fig. 11A, 0,025 +
0,005 ml), sulfato de dextrano (Fig. 11B, 0,036 = 0,008 ml), histamina, (Fig. 11C, 0,034 £ 0,009
ml), serotonina (Fig. 11D, 0,025 + 0,003 ml), PGE2 (Fig. 11E, 0,042 £ 0,007 ml) e bradicinina
(Fig. 11F, 0,031 = 0,009 ml). No entanto, o pré-tratamento com ISP-VT (1.0 mg/kg) inibiu
efetivamente o edema de pata induzido pelo composto 48/80 (0,016 = 0,003 ml, 50% de
inibicdo; Fig 11A), sulfato de dextrano (0,020 £ 0,006 ml, 75,5% de inibicdo). Fig. 11B)
histamina (0,017 0,005 ml, 79% de inibicdo; Fig 11C), serotonina (0,007 0,003 ml, 83,3% de
inibicdo; Fig 11D), PGE2 (0,019 0,005 ml, 75,7% de inibicao; Fig. 11E) e bradicinina (0,018 +
0,005 ml, 84,3% de inibigéo; Fig 11F), significativamente (p <0,05) e A droga de referéncia,
indometacina (10 mg/kg, ip), também inibiu significativamente o edema de pata induzido por

todos esses agentes flogisticos.
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Figura 11. Efeito do ISP-VT (1mg/kg), administrado por via intraperitoneal na formacdo de edema induzido por
varios estimulos inflamatorios.
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Os valores sdo medias + SEM de 5-6 animais por grupo. * p <0,05 * vs agente flogistico. A andlaise estatisca foi
realizada por andlise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida de Newman-Keuls do teste post hoc.
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5.7 EFEITO DO ISP-VT NA MIGRACAO DE NEUTROFILOS NA
PERITONITE INDUZIDA POR CARRAGENINA

A avaliacdo da migracdo de neutrdfilos foi realizada através do modelo de peritonite,
Os animais foram pré-tratados com solucdo salina (2,5ml/kg), indometacina (10mg/kg) ou ISP-
VT (1,0 mg/kg, i.p). A administracdo de carragenina induziu aumento significativo (p <0,05)
nos leucdcitos totais (8,69 + 1,71 x 108 células/ml, Figura 12F) com grande recrutamento de
neutrdfilos (8,70 + 1,72 x 10° células/ml, Figura 12G). Em contraste, o pré-tratamento com ISP-
VT (1,0 mg/kg, ip) reduziu significativamente a migracdo de leucdcitos (1,96 + 0,25 x 10°
células/ml) e recrutamento de neutréfilos (2,26 + 0,54 x 10° células/ml) para a cavidade
peritoneal (77,44% e 70,02% de inibicdo, respectivamente) comparativamente ao efeito da
indometacina (10 mg/kg, i.p) (1,70 + 0,16 x 10° células/ml e 1,69 + 0,17 x 10° células/ml,

respectivamente).

5.8 EFEITO DO ISP-VT NO ROLAMENTO E ADESAO DE LEUCOCITOS INDUZIDOS
POR CARRAGENINA.

A administracdo de carragenina promoveu o0 aumento significativo (p <0,05) do
rolamento e adesdo de leucocitos na microcirculacdo mesentérica (10,20 + 1,01 rolagem de
leucocitos/min e 1,65 + 0,18 células aderentes/100 mmg, respectivamente; Figura 12B) quando
comparados ao grupo salina (0,20 + 0,08 rolagem de leucdcitos/min e 1,60 + 0,50 de células
aderentes/100 mmg; Figura 12A). Por outro lado, a administracdo de ISP-VT (1,0 mg / kg, i.p)
reduziu significativamente o rolamento de leucdcitos (Figura 12C; Figura 12D) (2,20 + 0,58
rolagem de leucdcitos / min) e aderéncia de tais células (Fig. 12E) (0,54 + 0,10 células
aderentes/100 mm2) na microcirculacdo mesentérica, assim como a indometacina (0,34 + 0,07

de células aderentes/100 mm; e 3,40 + 0,74 rolagem de leucdcitos/min).
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Figura 12. ISP-VT reduz a migracéo celular e diminui o rolamento e a adeséo de leucdcitos na microcirculagdo
mesentérica de camundongos, e atividade da enzima MPO.
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Os animais foram pré-tratados por via i.p. com ISP-VT (1 mg / kg) ou indometacina (Indo, 10 mg / kg i.p.) e 30
min mais tarde foram injetados i.p. com carragenina (Cg, 500 ug / cavidade) e as analises realizada apds 4 horas.
A Migracdo celular foi avaliada, (12F) contagem total de leucdcitos e (12G) contagem de neutréfilos. A aderéncia
(Painel 12D) e a adesdo (Painel 12E) dos leucdcitos foram avaliadas por microscopia intravital, 4 horas apds a
inducdo do estimulo inflamatorio. Cada coluna representa a média + S.E.M de 5-6 animais por grupo. Os valores

sdo médias + SEM de 5-6 animais por grupo. #p <0,05 comparado ao grupo salina; * p <0,05 comparado ao grupo
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carragenina. A analise estatistica foi realizada por analise de variancia unidirecional (ANOVA) seguida Newman-

Keuls e de teste post hoc.

5.9 EFEITO DO ISP-VT NOS NIVEIS DE TNF-a e IL-6.

A Figura 13 mostra que ocorreu um aumento significativo nos niveis de TNF-a e IL-6
no grupo que recebeu a carragenina (473,40 £ 67,20 pg/ml e 24.542,00 + 7.586,00 pg/ml,
respectivamente) quando comparado ao grupo controle (solucgéo salina) (100,5 + 42,63 pg/ml e
3.128 £ 3.301 pg/ml de exsudato peritoneal, respectivamente). Enquanto que o pré-tratamento
com ISP-VT (1,0 mg/ kg, ip) reduziu significativamente os niveis das citocinas TNF-a (182,99
+ 43,80 pg/ml; Fig. 13A) e a IL-6 (7.185,00 £ 2.465,00 pg/ml; 13B) no liquido peritoneal.

5.10 EFEITO DO ISP-VT NA ATIVIDADE DA MIELOPEROXIDASE (MPO)

A administracdo de carragenina produziu um aumento significativo (p <0,05) na
atividade da enzima MPO nos exsudatos peritoneais (38,04 + 04,32 U/ml de exsudato
peritoneal) (Fig. 13C). O pré-tratamento com ISP-VT (1.0 mg/kg, i.p.) inibiu em 55,38% (16,97
+ 2,35 U/ml de exsudato peritoneal) 0 aumento da atividade da MPO causada pela carragenina.
O farmaco anti-inflamatorio padrdo, a indometacina (10 mg/kg, i.p.) também inibiu a actividade
da MPO (9,76 £ 1,36 U / ml de exsudado peritoneal).
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Figura 13. Efeito do ISP-VT na producéo de citocinas e na atividade da Mieloperoxidase.
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Os niveis de TNF-a (painel 13a) ou IL-6 (painel 13B) nas cavidades peritoneais foram medidos 4 horas
apos a injecdo de carragenina. Cada ponto representa a média £ SEM de cinco e seis animais. * p <0,05
em comparacdo com animais tratados com solugéo salina; #p <0,05 comparado ao grupo carragenina.
A andlise estatistica foi realizada utilizando andlise de variancia unidirecional (ANOVA) seguido de

Newman-Keuls e do teste post hoc.
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5.11 AVALIACAO DO EFEITO DO ISP-VT PERMEABILIDADE VASCULAR
Como mostrado na Figura 14 a administracdo de carragenina promove um aumento

significativo na permeabilidade vascular (50,78 + 1,92 pug/ml de exsudato, p <0,001) quando
comparado ao grupo salina (21,35 £+ 2,39 pg/ml de exsudato). No entanto, o pré-tratamento com
ISP-VT foi capaz de reduzir significativamente (p <0,001) a permeabilidade vascular (27,39 +
6,04 pg/ml de exsudato), indometacina (10 mg/kg) também reduziu de maneira significativa (p

<0,001) a permeabilidade vascular (34,24 + 2,19 ug/ml de exsudato).

Figura 14 - ISP-VT reduz a permeabilidade vascular.
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Cada coluna representa a média + S.E.M de 5-6 animais por grupo. * p <0,05 em comparag¢ao com animais tratados
com solucdo salina; #p <0,05 comparado ao grupo carragenina. A andlise estatistica foi realizada utilizando analise

de variancia unidirecional (ANOVA) seguido de Newman-Keuls e do teste post hoc.
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5.9 ISP-VT REDUZIU A PEROXIDACAO LIPIDICA (CONCENTRACAO DE MDA)

A administracdo de carragenina via i.p. (2,45 £ 0,20 nmol/ml) promoveu um aumento
significativo (p <0,05) na concentracdo de MDA no exsudado peritoneal em comparagédo com
a administracdo de solucéo salina (1,24 + 0,10 nmol/ml). Por outro lado, o pré-tratamento dos
animais com ISP-VT (1,0 mg kg, i.p.) inibiu o efeito da carragenina e reduziu de forma
significativa os niveis de MDA (1,42 + 0,19 nmol/ml, 42,04% de inibicdo) para valores
semelhantes aos do grupo de controle (Figura 15A).

5.10 ISP-VT REDUZ A CONCENTRACAO DE NITRITO

A quantidade de NO> no exsudato peritoneal aumentou de forma significa (p <0,05) pela
administracdo de carragenina quando comparada ao grupo que recebeu somente a
administracdo de salina (0,83 = 0,01 uM / ml ¢ 0,46 + 0,02 uM / ml, respectivamente).
Entretanto, o pré-tratamento dos animas com indometacina (10 mg/kg, i.p.) ou ISP-VT (1,0
mg/kg, i.p.) reduziram significativamente a concentracdo de NO; (0,36 + 0,06 e 0,33 + 0,08
uM/ml, respectivamente) sendo que o Ultimo teve uma reducdo correspondente a 60,24%
(Figura 15B).

5.11 ISP-VT AUMENTA OS NIVEIS DE GSH.

A Figura 15C mostra que a administracdo de carragenina diminui os niveis de GSH
(59.82 *+ 6.41 pg/ml de exsudato peritoneal) de forma significativa (p <0,05), contudo o pre-
tratamento com IP-VT (1,0 mg/kg, i.p) aumentou esses niveis de forma significativa (257,9 +
38,02 ug/ml de exsudato peritoneal). A indometacina (10 mg/kg,i.p) o farmaco padrdo manteve
a concentracdo de GSH aos niveis basais em comparacdo com o grupo salina (128,9 + 3,91

pag/ml versus 127,2 + 8,77 ug/ml, respectivamente).
5.12 ISP-VT AUMENTA A ATIVIDADE DE SOD

A atividade da SOD em animais saudaveis foi de 13,48 + 0,76 U/mg. A administracdo
de carragenina diminuiu a atividade da SOD no exsudato peritoneal para 5,83 = 1,84 U/mg
(Figura 15D). Todavia, o pré-tratamento com ISP-VT (1,0 mg/kg, i.p) ou indometacina (10
mg/kg, i.p) aumentou significativamente (p <0,005) a atividade da SOD (19,21 £ 1,54 U/mg e

9,22 + 1,80 U/mg, respectivamente) quando comparado com o grupo carragenina.
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Figura 15. Efeito do ISP-VT nos niveis de (11A) malondialdeido (MDA), (11B) nitrito (NO2-
), (11C) glutationa (GSH) e (11D) superéxido dismutase (SOD) no exsudato peritoneal de

camundongos com peritonite induzida por carragenina.
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Os animais foram pré-tratados com solucdo salina, ISP-VT (1 mg / kg, i.p.) ou indometacina (10 mg / kg, i.p.) 30
minutos antes da indugdo, posteriormente receberam 250 L de carragenina (500ug/cavidade, i.p.). Os pardmetros
bioquimicos foram medidos 4 horas apds a injecdo de carragenina. Os resultados sdo expressos como a média +
SEM de 5 a 6 animais por grupo. #p <0,05 vs. grupo tratado com solug¢do salina; * p <0,05 vs. grupo carragenina.
Os dados foram analisados por analise de variancia unidirecional (ANOVA), seguida por Newman-Keuls e pelo

teste post-hoc.
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5.12 EFEITO DO ISP-VT NO ENSAIO DE INIBICAO DA COX IN VITRO

Ensaio de inibicdo da COX-1 e COX-2 foi realizado para avaliar a capacidade de ISP-
VT para inibir estas enzimas, e observamos que o mesmo inibiu ambas as isoformas. Como
mostrado na Figura 15, o ISP-VT foi capaz de promover uma inibicdo (média da atividade de
COX-2, 54,19 + 3,56%), significativa (p <0,001) (16A) quando comparado aos grupos tratados
apenas com solucdo salina (13,46 + 2,56%, 14,56 = 0,47% grupo salina e grupo carragenina,
respectivamente), o farmaco padrdo indometacina foi eficaz em inibir significativamente a
atividade da COX-2 (atividade media 48,85 + 2,96%) (p <0,001). O ISP-VT foi capaz de inibir
a COX-1 (atividade média 29,67 + 3,43%) (16B) quando comparado com o grupo carragenina
(atividade média 14,56 + 0,47%) (p <0,001), por outro lado, foi menos eficaz em inibindo esta
isoforma quando comparado com a droga padréo de indometacina (atividade média de COX-1
53,16 + 1,23%).

Figura 16. Efeito do ISP-VT no ensaio de inibigdo da COX in vitro
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Para avaliar a inibi¢do das ciclooxigenases (COX1, COX-2), foi utilizado o kit de ensaio colorimetrico
para rastreio de inibidores especificos de COX da Cayman Chemical, Como mostrado no Painel 16B, o
ISP-VT foi capaz de promover uma inibicdo significativa da atividade da COX-2 (p <0,0005) quando
comparado aos grupos tratados apenas com solucéo salina, a indometacina foi eficaz na inibigdo da
atividade da COX-2. No Painel 16 A ISP-VT foi capaz de inibir COX-1 quando comparado com o grupo
carragenina, por outro lado, foi menos eficaz na inibicdo desta isoforma quando comparado com o
farmaco padrdo indometacina. Cada linha representa a média £ SEM de 5-6 animal por grupo. #p <0,05
comparado ao grupo salina * p <0,05 versus o0 grupo carragenina. Foi realizada a analise de variancia

unidirecional (ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls.



74

5.13 AVALIACAO DA TOXICIDADE GASTRICA

O protocolo experimental foi realizado com o objetivo de avaliar a toxicidade gastrica
do ISP-VT (100 mg / kg v.0) e comparar com a indometacina (20mg / kg v.o, farmaco padréo).
A Figura 16 mostra que a indometacina promoveu dano gastrico (3,24 + 0,34 mm) e aumentou
a atividade da enzima MPO (3,31 + 0,1 UMPO/mg de tecido gastrico, Figura 17B)
significativamente (p <0,001) quando comparado com o grupo tratado com solugéo salina (0,16
+ 0,04 mm e 0,95 £ 0,28 UMPO / mg de tecido géstrico; Figura 17A). Por outro lado, o pré-
tratamento com ISP-VT (0,83 + 0,27 mm) diminuiu o dano gastrico quando comparado ao
grupo indometacina, e também diminui a atividade da MPO (2,30 £ 0,17 UMPO / mg de tecido
géstrico; Figura 17C-E) de forma significativa, (p <0,001).

Figura 17. O ISP-VT apresentou menor toxicidade na mucosa gastrica e reduziu os niveis de
MPO.
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A figura 17-B avaliagdo macroscopica da toxicidade gastrica e o ensaio de atividade de MPO 17C. Os
animais foram pré- tratados com solugéo salina, ISP-VT (100 mg / kg, p.0.) ou indometacina (20 mg /
kg, p.0.). Avaliamos os parametros 7h apos a administracdo do medicamento. Cada coluna representa a
média + SEM de 5-6 ratinhos por grupo. * P <0,005 comparado ao grupo salina. Anélise de variancia
unidirecional (ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls.
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5.14 EFEITO DO ISP-VT NA HIPERTERMIA INDUZIDA POR LEVEDURA EM
CAMUNDONGOS

Como mostrado na Figura 18, a injecdo subcutanea (s.c.) de levedura de cerveja
provocou um aumento significativo da temperatura retal (37,86 + 0,1152 ° C e 36,66 = 0,1778
° C para controle salina, p <0,001) com diferencgas estatisticamente significativas em todos 0s
Por outro lado, o pré-tratamento com ISP-VT reduziu significativamente a temperatura retal
(36,66 £0,1691 ° C, p <0,001) a partir de 19 horas ap0s a inducédo da febre e permaneceu efetivo
em todos os tempos avaliados. O farmaco padréo utilizado foi o paracetamol (100 mg/kg) e foi
eficaz nareducdo da temperatura retal a partir de 19 horas (37,10 + 0,036 ° C, p <0,05) e também

se manteve eficaz em todos os tempos avaliados.

Figura 18. Efeito de ISP-VT e Paracetamol na pirexia induzida por levedura em camundongos.
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O ISP-VT foi avaliado utilizando uma injeccdo subcutanea de levedura de cerveja (10 ml / kg de 15% p
/ v). para elevacao da temperatura corporal de camundongos. Ap6s 18 h da injecéo de levedura, foram
administrados farmacos padrdo 100 mg/kg de paracetamol, p.o. foi tomado como droga padréo, e ISP-
VT (Img/kg, i.p) . A temperatura retal foi medida por termémetro digital no intervalode 0, 1,2,3e 4 h
apos a administracdo do farmaco. Cada ponto representa a média + S.E. M de 5-6 animais por grupo. *
P <0,05 em relagdo ao grupo salina. A analise estatistica foi realizada por testes one-way ANOVA,

seguidos por Newman-Keuls.
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5.17 AVALIACAO DO EFEITO DO ISP-VT NA TOXICIDADE AGUDA

NOs usamos uma dose de 2000 mg/kg para avaliar a toxicidade do ISP-VT e
descobrimos que essa dose ndo causou toxicidade ou morte. Ao final de 14 dias, a taxa de
sobrevida foi de 100% e ndo houve diferencas comportamentais quando comparados aos
animais controles. Ndo foram observadas diferencas estatisticamente significativas no peso
corporal ao longo dos 14 dias do experimento, nem no consumo de agua ou alimento pelos
animais (Tabela 1 e 2). Além disso, a analise do eritrograma mostrou que ndo houve variacéo

ou diminuicdo da massa eritroide entre os grupos ISP-VT e grupo controle.

N&o foram observadas diferencas significativas nos niveis de hemoglobina ou valores de
hematocrito; As fragdes VCM e HCM estavam dentro da faixa normal em ambos os grupos
(Tabela 3). As andlises bioquimicas mostraram que a funcao renal estava normal em animais
tratados com ISP-VT, sem diferenca significativa nos niveis de creatinina ou uréia em relacédo
aos animais tratados com salina. Também ndo observamos diferenca significativa nos niveis de
ALT (SGPT) ou AST (SGOT) (Tabela 3). A anélise macroscopica determinou que o0 grupo
tratado com ISP-VT ndo apresentou qualquer diferenca ou anormalidade no peso corporal
médio ou na analise macroscépica dos 6rgdos internos quando comparado ao grupo controle
(Tabela 4). A andlise histoldgica dos érgdos também ndo mostrou diferengas significativas entre
0s grupos (Tabela 4). Como mostrado na Figura 19 e na Tabela 4, ndo foram observadas

alteracdes que indicassem patologia no grupo tratado com ISP-VT.



Tabela 1. Parametros relacionados ao screening hipocréatico, apds administracéo oral em dose Unica de ISP-VT, em camundongos fémeas, na dose de 2.000 mg/kg (G2). O

controle (G1) recebeu salina 0,9% por gavagem

Parametros avaliados Grupo (n=5) Tempo (h) Tempo (dias)
0,25 05 1 2 24 3 7 10 14
Estado Consciente Atividade Geral Gl 4 4 4 4 4 4 4 4 4
e Disposicao G2 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Resposta ao toque Gl 4 4 4 4 4 4 4 4 4
G2 4 4 4 4 4 4 4 3 3
Aperto de cauda Gl 4 4 4 4 4 4 4 4 4
G2 4 4 4 4 4 4 4 3 3
Atividade e Coordenacdo Endireitamento Gl 4 4 4 4 4 4 4 4 4
do Sistema Motor e Tonus G2 4 4 4 4 4 4 4 4 4
muscular Tonus corporal G1 4 4 4 4 4 4 4 4 4
G2 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Forca de agarrar Gl 4 4 4 4 4 4 4 4 4
G2 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Gl 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Reflexos Reflexo corneal G2 4 4 4 4 4 4 4 4 4
Gl 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Tremores G2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gl 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sistema Nervoso Convulsdes G2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Central (SNC) Gl 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Contorgéo G2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Gl 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Straub G2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Lacrimacéo Gl 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Sistema Nervoso G2 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Autdénomo (SNA) Gl 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Piloeregdo G2 0 0 0 0 0 0 0 0 0




Respiragdo

Constipacéo Intestinal

Gl
G2
Gl
G2

4
4
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Mortalidade
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G2 0
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0
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O oo &~ pH
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Escores: 4: normal; 3: levemente reduzido; 2: moderadamente reduzido; 1: intensamente reduzido; O: ausente (De acordo com Brito et al).

Tabela 2

Efeito do ISP-VT (2.000 mg/kg, v.0.) ho ganho de Massa Corporal (g) e ha Massa relativa dos 6rgdos (%) em camundongos fémeas apds 14 dias consecutivos.

0
0
0
0
)

Tratamento Dose Massa Corporal Massa relativa dos érgéos
(9) (%)
Antes Depois Figado Coracéo Baco Rins Intestino Delgado
Controle 2.5 (ml/kg) 27.00 £0.57 28.50+0.80 | 4.28+0.57 0.50+0.09 0.46+0.02  1.29+0.05 5.45+0.55
ISP-VT 2.000 (mg/kg)  26.00+0.81  29.50+0.95 | 4.1740.02 0.52+0.06 0.49+0.06 1.34+0.04 5.67+0.78

Os valores sdo apresentados como média £ EPM. Numero de animais/ grupo: cinco. *P <0,05 vs. Grupo controle (salina), Teste t de Student.

A massa relativa dos 6rgéos foi calculada como a relagdo da massa do 6rgdo/massa corporal apés o tratamento x 100.
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Analises hematologicas e bioquimicas de sangue e plasma (respectivamente) apds administragao oral em dose

Unica do ISP-VT (2.000 mg/kg) em camundongos fémeas ap6s 14 dias consecutivos.

Parémetros Controle ISP-VT (2.000
mg/kg, v.0.)
Eritrécitos (milhdes/mmd) 2.27+0.34 2.47+0.58
Hemoglobina (g/dL) 5.16+0.25 5.5040.33
Hematdcrito (%) 47.00+0.37 50.00£1.65
Hematol6gicos -VCM (fL) 24.44+5.65 26,50+6.58
-HCM (pg) 11.24+1.63 13.72+3.70
-CHCM (g/dL) 26.97+3.78 29.55+2.40
Leucocitos/mm? 3.875+324.17 3.600+256.00
-Segmentados (%) 30.00£1.20 33.75+£1.33
-Monécitos (%) 6.75+1.02 4.50+1.07
-Linfocitos (%) 35.2+1.74 39.00+1.00
-Eosinofilos (%) 3.00£0.00 2.00+0.00
Plaquetas/pL 873.135 880.456
0.21+0.06 0.24+0.04
Funcao Creatinina (mg/gL) 41.77+3.60 39.94+3.29
o Renal Ureia (mg/gL)
Bioquimicos 3.1740.11 3.08+0.16
Fungéo Proteinas Totais (g/dL) 52.38+6.46 52.48+7.86
Hepatica ~ ALT (TGP) (U/L) 187.40+4.05 176.34+5.17

AST (TGO) (U/L)

Os valores sdo apresentados como média £ EPM. NUmero de animais/ grupo: cinco. *P <0,05 vs. Grupo controle
(salina), Teste t de Student. Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT).
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Figura 19. Analise histopatologica dos 6rgédos dos animais analisados para o teste de toxicidade aguda.

(A) Histologia do figado do grupo salina e (B) grupo Isp-Vt. CV, veia central. Histopatologia miocardica normal mostrada no grupo salina (C) e (D) no grupo Isp-Vt. Imagens
histolégicas do rim para o grupo salina (E) e (F) do grupo Isp-Vt. G, glomérulo. Em (G) pode se observar as imagens histologicas do intestino do grupo salina (G) e grupo (H)
Isp-Vt. A seta indica células epiteliais. Em (I) evidéncia-se a histologia do bago para o grupo salina e do grupo Isp-Vt em (J) . WP, (polpa branca). Ad seta indicam trabéculas

do tecido conjuntivo. Coloragdo feita com hematoxilina e eosina em (A-J) a uma ampliacdo de 150X.
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Tabela 4. Efeito do ISP-VT (2000 mg / kg v.0) na avaliacédo histopatologica dos tecidos.

Grupos Salina ISP-VT

Parametros do Figado

Escore de esteatose 1(1-1) 1(1-1)
Escore de inflamagéo 1(1-1) 1(1-1)
Escore de necrose 1(1-1) 1(1-1)
Escores do rim 0 (0-0) 0 (0-1)
Escores do intestino 0 (0-0) 0 (0-1)
Escores do coragédo 0 (0-0) 0 (0-0)
Escores do baco 0 (0-0) 0 (0-1)

Os valores sdo apresentados como média + SEM. * p <0,05 vs. grupo controle (salina), teste t
de Student e teste de Mann-Whitney.
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6 DISCUSSAO

Nossos resutados mostraram que o ISP-VT foi eficaz na redugéo de edema induzido por
carragenina e mediadores inflamatorios, que ele diminue também a migracéo celular, atuando
tanto na inibicdo do rolamento e adesdo, outra atividade descrita foi sua atividade antipirética e
inibitdria de Ciclooxigenases, além disso diminue o estresse oxidativo e a peroxidacéo lipidica
com aumento de antioxidantes,

Investigamos a atividade anti-inflamatéria do ISP-VT, uma vez que dados na literatura
ja mostravam o efeito benéfico do seu homologo natural, o acido vanilico, no processo
inflamat6rio (CHOU et al. 2010; HAIDA et al., 2011; CALIXTO-CAMPOS et al.,2015; MINH
et al., 2016). Inicialmente, o primeiro modelo testado foi o edema de pata induzido por
carragenina, que € um protétipo da fase exsudativa da inflamacdo aguda (DIVAKAR et al.,
2010; SARKAR, 2015). Ap6s uma hora de injecdo de carragenina, o aumento da
permeabilidade vascular é geralmente mediado pela histamina e serotonina. Na segunda hora,
0 aumento da permeabilidade deve-se a atividade das cininas, como a bradicinina, bem como
ao recrutamento de citocinas, como TNF-a, IL-1B, IL-2 e IFN-y, (VILAR et al., 2016). No
entanto, a fase de maior intensidade do edema ocorre na terceira e quarta hora apds sua
aplicacdo, sendo caracterizada pela acdo das prostaglandinas na permeabilidade capilar,
principalmente na PGE2, com intensa infiltracdo de células polimorfonucleares (PMN), além
disso sabe-se que o edema de pata induzido por carragenina é sensivel aos inibidores de COX
(SMITH et al., 1998; PRAJAPATI et al., 2014).

Nossos resultados sdo os primeiros da literatura a demonstrar a atividade anti-
inflamatdria do ISP-VT, um analédgo sintético de &cido vanilico. A literatura tem apenas um
relato sobre a atividade antitrombotica de ésteres de acido vanilico (YUN-CHOI et al., 1996).
Mostramos que o ISP inibiu a formacdo de edema no pico do edema as 3 horas. Assim, ao atuar
nessa segunda fase, o ISP-VT pode estar atuando pela inibicdo da COX e, consequentemente,
da PGEZ2, ja que essa fase é caracterizada por sua liberacdo intensa. Como ja mencionado, 0
edema de pata induzido por carragenina envolve inimeros mediadores, e a atividade anti-
inflamatdria de ISP-VT no edema de pata induzido por diferentes agentes flogisticos foi
investigada. O dextrano e o composto 48/80 promovem a formacao de edema osmotico acelular,
principalmente aumentando a permeabilidade vascular e a liberagdo de aminas vasoativas,
como a histamina e a serotonina e a bradicinina que sdo derivadas da degranulacdo de
mastocitos (MALING et al., 1974; CHATTERJEA et al., 2012; WERNERSSON; PEJLER,
2014; SILVA et al., 2015).
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Nossos dados demonstraram que o ISP-VT diminui significativamente o edema de pata
induzido pelo composto 48/80 e o DEX. O ISP-VT pode atuar estabilizando a membrana do
mastocito, impedindo a liberagdo do conteldo presente em seus granulos. De fato, essa
afirmacéo foi confirmada porque nossos resultados mostraram que a ISP-VT também inibiu a
formacdo de edema induzido por histamina e 5-HT. A histamina € uma importante amina
bioativa liberada pela degranulacdo dos mastdcitos. A ativacdo dos receptores H1 promove
vasodilatacdo das arteriolas, aumentando o fluxo sanguineo e a permeabilidade vascular,
favorecendo o extravasamento de plasma (RILEY; WEST, 1953; SIOERDSMA; WAALKES;
WEISSBACH, 1957; HUANG; KUSHNIR-SUKHOV et al., 2007; THURMOND, 2008;
KIMURA et al., 2015; RIBATTI, 2016)

Outro estudo ja demonstrou que o &cido vanilico diminuiu a liberacéo de histamina pela
inibicdo da degranulacao de mastocitos em células HMC-1. A 5-HT foi identificada como uma
molécula imunomoduladora porque tem uma capacidade de estimular ou inibir a inflamacao.
Essa capacidade esta relacionada aos mecanismos de expressdo dos receptores 5-HT (5-HTR)
nos leucécitos. Um estudo relacionado foi descrito na literatura demonstrando uma possivel
receptores serotonérgicos tipo 5HT3 e 5SHT1 (ARREOLA et al., 2015; CHOI et al., 2015; DE
LOS ANGELES YRBAS et al., 2015).

A serotonina, juntamente com outros mediadores, como a PGE2, e a bradicinina séo
responsaveis pela vasodilatacdo e pelo aumento da permeabilidade vascular (KUSHNIR-
SUKHQV et al., 2007; SHAJIB; KHAN, 2015). Portanto, investigamos o desempenho do ISP-
VT com esses mediadores e nossos resultados mostraram que ele reduz o edema de pata
induzido por PGE2 e bradicinina. A bradicinina é responsavel por causar aumento da
permeabilidade vascular e dilatacdo das arteriolas (REGOLI; BARABE, 1980;
FROHLANDER; LJUNGGREN; LERNER, 1989; HOFMAN et al., 2016).

Com base no que ja foi mostrado acima, estes resultados sugerem que o efeito anti-
inflamatorio do ISP-VT esta intimamente relacionado com a inibicdo da liberacdo de
mediadores inflamatdrios ou com a atividade de tais moléculas. N6s também investigamos o
papel do ISP-VT no extravasamento vascular usando o corante azul Evans, que forma um
complexo estavel com proteinas plasmaticas (principalmente albumina) (MOTIRAM
KAKALILJ et al., 2016). Nossos dados mostraram que o pre-tratamento com ISP-VT reduziu a
permeabilidade vascular induzida por carragenina, um efeito que foi comparavel ao da

indometacina. Estes dados sugerem que o efeito do ISP-VT na permeabilidade vascular foi



84

através da inibicdo de mediadores inflamatdrios que interagem com a permeabilidade e que ja
foram discutidos acima.

A PGE2 é considerada um mediador inflamatorio lipidico essencial na patogénese da
inflamacédo. Dados da literatura mostraram que o acido vanilico inibe a producéo de citocinas
pré-inflamatorias, PGE2, bem como a expressdo de COX-2 (KIM et al., 2011). Quando ocorre
a desregulacéo do ciclo de indugé&o e producdo de PGE2, isso provoca a exacerbacao da resposta
inflamatdria, uma vez que é responsavel pela inducdo da expressdo de COX-2 (OBERMAJER
etal., 2011).

Neste estudo, utilizando o modelo de peritonite induzida por carragenina,
demonstramos que o recrutamento celular na cavidade peritoneal 3 h apds a administracao de
carragenina, reduziu de forma significativa em camundongos pré-tratados com ISP-VT,
diminuindo a contagem de leucdcitos, bem como neutréfilos que migraram para a cavidade
peritoneal, o que pode ser confirmado pelo ensaio da mensuragdo da mieloperoxidase (MPO)
no exsudato inflamatério. A MPO é uma enzima encontrada principalmente nos granulos
azurofilicos dos neutréfilos, liberada em locais inflamatérios que induzem danos ao tecido
adjacente e, portanto, contribuem para a patogénese da inflamacéo e, como sua atividade esta
diretamente ligada a infiltracdo de neutrdfilos nos tecidos, € usada como um marcador de
infiltracdo de neutréfilos (HAMPTON,1999; PARKER, 2013; WINTERBOURN; KETTLE;
BJORNSDOTTIR et al., 2015; ODOBASIC; KITCHING; HOLDSWORTH, 2016). Os
resultados mostraram que o pré-tratamento com ISP-VT reduziu significativamente os niveis
de MPO, reforcando que o efeito anti-inflamatorio deste composto semissintético envolve, pelo
menos em parte, a inibicdo da infiltracdo de neutrdéfilos.

A migracdo de leucdtcitos, principalmente neutr6filos, para areas infectadas ou
lesionadas desempenha um papel fundamental na resposta de defesa do hospedeiro durante o
processo inflamatorio neutréfilos circulantes representam uma das primeiras linhas de defesa
do organismo contra patdégenos ao migrar para os sitios inflamatérios em respostas aos sinais
quimiotaticos liberados por varias citocinas, e sua infiltracdo nos tecidos inflamados é uma das
caracteristicas da resposta inflamatéria inata aguda, podendo também causar lesdo tecidual e a
exacerbacdo do processo inflamatério (CANO; VARGAS; LAVOIE,2015; PIETROSIMONE,
2015; WERA; LANCELLOTTI; OURY, 2016)

Citocinas pro-inflamatorias tais como TNF-a e IL-6 geralmente podem
subsequentemente ativar novos neutrofilos e células endoteliais, que levam a interacdo de
neutrdfilos, culminando nos eventos sequenciais de rolamento, adesdo e transmigracdo na

microcirculacdo. A producdo excessiva ou inapropriada de citocinas pré-inflamatorias pode



85

resultar em vérias condicGes patoldgicas que envolvem destruicdo tecidual e exacerbacdo da
reposta inflamatoria. (SCHEURICH; 2003; LIU, 2005; MOLLER; VILLIGER et al., 2006;
POPA et al., 2007; SCHETT et al., 2013).

Neste estudo, observamos que o pré-tratamento com ISP-VT promoveu uma reducédo
dos niveis de TNF-a ¢ IL-6 no liquido peritoneal de camundongos com peritonite induzida por
carragenina. O TNF-a é o primeiro dos agentes liberados em resposta a carragenina ¢ ¢ um
marcador de citocinas de inflamacédo aguda, também responsivo a biossintese de IL-6 (SCHETT
et al.,, 2013; PALOMO et al., 2015; WYNN, 2015; KISHIMOTO; TANAKA, 2016). Em
concordancia, o acido vanilico inibiu a producdo de TNF-a, IL-6 e PGE2 por macro6fagos
estimulados por lipopolissacarideos em estudos in vitro e in vivo (KIM et al., 2011; CALIXTO-
CAMPOS et al., 2015).

A febre é um dos componentes da resposta inflamatoria aguda que ocorre alterando o
ponto de ajuste térmico modulado pelo hipotdlamo em resposta a um estimulo externo, como
lesdo, trauma ou invasao de agente infeccioso. Portanto, os mecanismos que causam a febre séo
idénticos aqueles capazes de iniciar uma resposta inflamatoria, ou seja, sdo causados pela
ativacdo de citocinas e mediadores inflamatérios que sdo recrutados no momento em que 0s
pirogénicos externos entram no corpo levando a desregulacdo do set point hipotaldamico e
consequentemente febre. (ROMANOVSKY; SZEKELY, 1998; ROMANOVSKY et al., 2005;
HUBSCHLE, THOMAS et al., 2006; NARUMIYA; FURUYASHIKI, 2011)

A pirexia induzida por levedura é denominada febre patogénica por aumentar a sintese
de prostaglandina, € um modelo amplamente utilizado para a triagem de compostos, bem como
drogas sintéticas para seu efeito antipirético (DANGAREMBIZI et al., 2017). No presente
estudo, a injecdo subcuténea de suspenséo de levedura elevou acentuadamente a temperatura
retal apds 18 h de sua administracdo; no tratamento com ISP-VT foi observada uma reducao
significativa na temperatura retal. Estes resultados mostraram que um dos mecanismos pelo
qual a ISP-VT provoca redugdo na temperatura retal pode ser a inibicdo das prostaglandinas,
principalmente PGE2, pelo bloqueio da atividade da enzima ciclooxigenase, uma vez que
estudos anteriores evidenciaram que o &cido vanilico diminuiu os niveis de COX-2 e a producdo
de prostaglandina E2( KIM et al, 201

Além disso, nossos resultados demonstraram que o ISP-VT inibiu significativamente o
rolamento e a adeséo de leucocitos, assim como os niveis de TNF-a e IL-6, como mencionado
acima. Esta bem relatado na literatura que o acido vanilico inibe a dor inflamatoria inibindo o
recrutamento de neutréfilos O importante papel dessas citocinas no recrutamento de neutréfilos

e tal envolvimento nesse mecanismo depende de eventos moleculares entre leucocitos e células
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endoteliais na microcirculagdo (KIM et al., 2011). Assim, nossos resultados sugerem que o
ISP-VT exerce sua atividade anti-inflamatdria por mecanismos dependentes da inibicdo da
producdo de citocinas pré-inflamatorias em sitios inflamatorios, o que leva a uma diminuicéo
do rolamento e da adeséo de leucocitos nas células endoteliais.

Os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) estdo entre as terapéuticas mais
comumente prescritas para o tratamento da dor e da inflamagdo no mundo embora o uso
continuo de AINEs esteja associado a efeitos colaterais, principalmente toxicidade
gastrointestinal A lesdo gastrica causada por AINESs tem sido associada a inibi¢do inespecifica
das isoformas da ciclooxigenase (COX) e isso é resultado da natureza acida da maioria dessas
drogas. A COX-1 esta presente na maioria das células encontradas na constitui¢do do trato
gastrintestinal, a inibicdo desta isoforma e consequente inibicdo de producdo de
prostaglandinas, em particular, prostaglandina E2 (PGE2), que sdo essenciais para a
manutencdo da homeostase gastrica, sendo associada a producdo de muco protetor e
bicarbonato e inibicdo da secrecdo &cida levando assim ao aparecimento de ulceras gastricas
(RAINSFORD, 1987; WALLACE, 2008; VAN ESCH; KOOL; VAN, 2013; SILVA 2015).

A enzima COX-2 é expressa por células envolvidas em processos inflamatdrios, em
resposta a estimulos fisicos, quimicos e bioldgicos, e estd envolvida na producdo de
prostaglandinas responsaveis pela sensibilizacdo dos nociceptores, provocando febre e
promovendo inflamag&o, causando vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular. Essa
resposta inflamatéria também é mediada pela regulacédo de citocinas pré-inflamatorias, como
IL-1B, TNFa e pela ativagdo de fatores de transcri¢cdo, como o NF-kB (HARIZI; CORCUFF;
GUALDE, 2008; EL SHITANY et al.,2010; BAGCHI, 2016).

O ISP-VT reduziu significativamente a expressdo de COX-2 no tecido subplantar de
camundongos na contagem de células marcadas positivamente para essa enzima quando
comparado ao grupo tratado com carragenina. No ensaio de inibicdo de COX, nossos resultados
mostraram que o ISP-VT tem maior atividade na inibicdo da COX-2, porém uma das questdes
levantadas em relacdo a este mecanismo é a possibilidade de causar lesbes gastricas se 0
composto também se ligar a COX-1, os resultados mostraram que mesmo usando uma dose 100
vezes maior, 0 ISP-VT causou menos lesdo em comparagdo com a droga padréo, resultado
corroborado pela anélise de MPO tecido géastrico, que mostrou que o ISP-VT diminuiu os niveis
desta enzima.

De fato dados da literatura mostrando que o acido vanilico, assim como outros derivados
fendlicos atua diminuindo os niveis de COX-2 e a produgdo de prostaglandina E2 em

macrofagos peritoneais de camundongos (KIM et al., 2011) outros estudos tambem
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descobriram que o &cido vanilico suprimiu significativamente a expressao de COX-2. fator de
transcrigdo nuclear-kB (NFkB) no modelo de colite ulcerativa (KIM et al., 2010). Além disso
calixto-Campos (2015) demonstrou que o &cido vanilico, ndo induz lesdes hepéticas ou
estomacais na dose de 30 mg/kg durante 7 dias. Outro trabalho também mostrou que a vanilina
tem efeito gastroprotetor na Ulcera géstrica induzida pela indometacina e ndo altera os niveis de
PGE2 da mucosa (KATARY; SALAHUDDIN, 2017). Apesar de sua ligacdo a COX-1 o ISP-
VT ainda foi menos toxico que a indometacina.

Outro ponto importante que esta envolvido no processo inflamatorio é o estresse
oxidativo que esta envolvido na etiologia de varias doencas crénicas e degenerativas. Muitos
artigos tém mostrado que os polifendis eliminam os radicais livres através da doagdo de
hidrogénio e hidroxilacdo aromatica. Por outro lado, estes compostos fendlicos ainda podem
atuar através de diferentes mecanismos antioxidantes, incluindo a inibicdo da formacdo de
radicais livres e a inibindo das reacGes de propagacéo, quelacao de ions metalicos de transicéo
e interferéncia no processo de transferéncia de elétrons através da formacdo de produtos
estaveis (GROOTVELD; HALLIWELL, 1986; JOVANOVIC et al., 1994; ; RICE-EVANS,
MILLER, PAGANGA, 1996; ARUOMA, 1998; LOBO et al., 2010; TAI, SAWANO,
YAZAMA, 2011; LUSHCHAK, 2014; SEVGI, TEPE, SARIKURKCU, 2015; ZHANG E
TSAO, 2016).

As numerosas atividades biol6gicas do acido vanilico sdo bem descritas na literatura.in
vitro, o acido vanilico tem mostrado alta capacidade de remocdo de radicais com relacdo a
outros compostos fendlicos com a etil vanilina ou vanilina. Estudos in vivo mostraram uma
capacidade de inibicdo de produtos de peroxidacdo lipidica e restauracdo de antioxidantes
enziméaticos e ndo enzimaticos (TAl, SAWANO, YAZAMA, 2011; SEVGI, TEPE,
SARIKURKCU, 2015; DIANAT et al., 2016; VINOTHIYA E ASHOKKUMAR, 2017).

A adicdo do radical isopropilico ao acido vanilico, formando assim o ISP-VT, introduz
dois grupos metoxi, que ja sdo substituintes comuns em antioxidantes fenolicos. Sabe-se que a
adicéo destes substituintes aumenta a capacidade de doagdo de hidrogénio, aumentando assim
a propriedade de remocdo de radicais livres quando comparado o devirado fénolico com
homologo original. Um exemplo disto é observado quando o alcool siringico é comparado com
0 alcool vanilico, onde o grupo metoxi adicional aumenta a atividade de sequestro do radical.
Este efeito ocorre devido a geracdo de um radical fenolico mais estavel (DE PINEDO;
PENALVER; MORALES, 2007).

Outro fator que pode ter ajudado em uma boa a atividade antioxidante do ISP-VT foi

0 comprimento da cadeia alquilica, com relacdo ao seu analogo natural, que conecta ao anel
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fendlico. Este aumento no comprimento leva a elevacédo da atividade de eliminac&o de radicais
livres da molécula antioxidante, presumivelmente devido ao aumento da estabilidade e
capacidade de doacdo de elétrons (IWAOKA et al., 2015; PANDE E AKOH, 2016).

A capacidade antioxidante total foi medida espectrofotometricamente pela formacéao de
um complexo de fosfomolibdénio, que ocorre pela redugdo do molibdénio (Mo (VI) a Mo (V)
em pH &cido (PRIETO; PINEDA; AGUILAR, 1999). Os resultados do nosso estudo mostraram
que o ISP-VT tinha uma alta capacidade antioxidante total, mas isso ja € bem compreendido
em relacdo aos compostos fenolicos. Nos investigamos se a modificagdo quimica alterou essa
propriedade de ISP-VT. O modelo de sequestro de radical DPPH é um método amplamente
utilizado para avaliar as atividades de eliminagéo de radicais livres de antioxidantes. No ensaio
DPPH, os antioxidantes sdo capazes de reduzir o DPPH estavel (roxo) para a forma néo radical
DPPH-H (amarelo) quando o DPPH aceita um elétron doado por um antioxidante. Isso resulta
em uma diminuic¢do na absorbancia em 517 nm, indicando uma atividade antioxidante efetiva
(VELIOGLU et al., 1998; WONG et al., 2014; BLOIS, 1958).

Nossos resultados mostraram que o ISP-VT possui atividade antioxidante no ensaio do
DPPH. Outros estudos demonstraram que o0s compostos fendlicos que possuem grupos
hidroxila exibiram uma atividade de eliminacdo de radicais livres elevada no sequestro de
DPPH. Por exemplo, o acido vanilico (CE50 = 34,9 uM) exibiu maior atividade quando
comparado ao &cido p-hidroxibenzoico (CE50 = 311,5 uM) (ZHANG et al., 2009). A adicédo de
um grupo metoxil no anel aromatico foi a diferenca mais significativa entre os dois compostos
fenolicos (DING, 2011). Estes resultados mostraram que a modificacdo quimica ndo altera a
capacidade antioxidante de compostos semissintéticos derivados do acido vanilico. Nem
sempre esse € 0 caso, pois Tai e colaboradores (2012) avaliaram a atividade antioxidante de
ésteres de acido vanilico e mostraram que a esterificacdo da molécula modifica sua capacidade
antioxidante no teste do DPPH.

Outro teste realizado foi a quelacdo de ion ferroso, nossos resultados mostraram que o
ISP-VT possui uma atividade quelante substancial de ions ferrosos, o que corresponde aos
dados de Sevgi e colaboradores (2015) mostrando o efeito do acido vanilico na quelacéo de
ions (61,46%; CE50 0,86 + 015) Outro estudo também mostrou que o acido vanilico é eficaz
na diminuico da taxa de auto-oxidacéo de Fe*> (CHVATALOVA et al., 2008).

A quelacéo de ions de ferro é de suma importancia na reducéo do estresse oxidativo
gerado por espécies reativas de oxigénio. Antioxidantes com capacidade de quelar o Fe*?
inibem sua capacidade de formar radicais livres, levando a protecdo contra o dano oxidativo
(JOMOVA; VALKO, 2011). Tem sido descrito na literatura que a terapia de uso de quelantes
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reduz as doencas inflamatorias relacionadas a disfuncgéo ferro, particularmente a aterosclerose
e adoenca de Alzheimer (BREWER, 2007). Os ions ferrosos podem mover elétrons individuais
e promover a propagacao de reacdes de inumeros radicais, inclusive com radicais néo reativos.
Além disso, ions ferrosos estdo envolvidos na formacao de anion superoxido que € rapidamente
produzido através do processo de reducdo de um elétron por oxigénio molecular por ions
ferrosos (HIPPELI E ELSTNER, 1999).

A confirmacao de atividade antioxidante ndo deve ser concluida com base em um dnico
modelo de teste de antioxidante. Portanto, decidimos avaliar a atividade antioxidante do I1SP-
VT usando modelos ex vivo. Usamos um modelo de peritonite induzida por carragenina porque
a inflamacdo causa estresse oxidativo, que frequentemente resulta em niveis reduzidos de
antioxidantes e aumento da producdo de oxidantes. A presenca de estresse oxidativo € um
parametro importante que pode ser medido para indicar dano tecidual. Além disso, varios
estudos mostraram que a carragenina promove a producdo de EROs em diferentes tipos de
celulas, e que o estresse oxidativo é um importante mecanismo de inflamagao induzida por
carragenina (ANDERSSON et al., 2008; BHATTACHARYYA; DUDEJA; TOBACMAN
2008; VALERIO et al., 2009).

No presente estudo, observamos o efeito redox-protetor do ISP-VT, determinado pela
diminuicdo da concentracdo de MDA (um importante marcador de peroxidacéo lipidica) no
fluido peritoneal de camundongos tratados com carragenina (MOORE; ROBERTS, 1998,
SINGH et al., 2014). Estudos anteriores mostraram que a atividade do acido vanilico na
peroxidacdo lipidica é indicada por uma diminuicdo nos niveis de malondialdeido no tecido
plantar de camundongos com inflamacé&o induzida por carragenina em cerca de 48, 15% na dose
de 30mg/kg (CALIXTO-CAMPOS et al., 2015). Além disso, o tratamento com &acido vanilico
inibiu significativamente a producdo de MDA no contexto de hepatotoxicidade induzida por
acetaminofeno em ratos Wistar (RAMACHANDRAN et al., 2010) e protegeu contra lesdo
miocardica (DIANAT et al., 2014), por outro lado nossos resultados mostraram que ISP-VT na
dose de 1,0 mg/kg diminui em 42,04% os niveis de MDA. Nossos resultados foram
corroborados pelos dados da literatura.

Kim e colaboradores (2011) e Dianet (2016) mostraram que o &cido vanilico aumentou
o0 nivel de expressdo de mMRNA da eNOS e diminuiu o nivel de expressdo de mRNA da iNOS
em modelo induzido por leséo de isquemia-reperfusdo em coracéo de rato isolado. Além disso,
Kumar et al (2014) mostraram que o0 &cido vanilico reduziu a sintase endotelial do 6xido nitrico
endotelial (eNOS) e regulou a expressdo da endotelina 1. Estes estudos corroboram nossos

resultados mostrando que o acido vanilico reduz a producdo de NO, uma vez que, 0 NO reage
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rapidamente com radicais superdxido para formar peroxinitrito, que pode ser oxidado em
nitrato, e o desacoplamento da NOS gera anion superoxido em vez de NO. O peroxinitrito € um
potente oxidante produzido em varios processos inflamatorios e patoldgicos, e pode ser usado
em adicdo ao nitrito e ao nitrato (NOx) como medida indireta da producdo de NO in vivo.
(ALVAREZ; RADI, 2003; DHAWAN, 2014).

Além de seu efeito protetor contra a peroxidacao lipidica, o ISP-VT também aumentou
0s niveis de GSH e SOD em relacdo aos parametros normais, conforme avaliado no grupo
experimental ndo tratado. Os resultados demonstram que, além de sua atividade antioxidante in
vitro, o ISP-VT também atua in vivo na diminuigdo do estresse oxidativo. Esses dados sdo
corroborados por outro estudo no qual o acido vanilico aumentou os niveis desses antioxidantes
enddgenos, e que mesmo com a inducdo do estresse esses niveis permanecem elevados
(ANBALAGAN et al., 2017).

Diante dos resultados satisfatorios com relacdo as atividades bioldgicas do ISP-VT,
decidimos investigar se 0 mesmo pode ser t6Xico ao organismo, e nossos resultados mostraram
que o ISP-VT néo causou toxicidade na maior dose testada (2.000 mg/kg) em camundongos,
além disso ndo alterou parametros hematoldgicos ou bioquimicos que foram avaliados. Este
resultado estd de acordo com um estudo anterior, que demonstrou que o acido vanilico ndo tem
toxicidade na mesma dose. Estes resultados mostram que o seu LD é superior a 2.000 mg / kg,
sugerindo que o ISP-VT deve ser classificado na categoria 5 de acordo com a OCDE 423
(MOTIRAM KAKALL et al., 2016). Outros autores como Kumar e colaboradores (2011)
demonstraram que a administracdo de 4&cido vanilico reduziu significativamente as
concentracOes séricas de marcadores renais como uréia, acido Urico e creatinina em ratos
hipertensos, e que tem um efeito hepatoprotetor na lesdo hepatica induzida pela concanavalina
A, na qual o 4cido vanilico reduziu de forma dependente da dose a atividade da AST e da ALT
(ITOH etal., 2009).

Neste estudo, seguimos as recomendagdes da Diretriz da OECD 423 (Diretriz 423/2001)
para avaliar a toxicidade aguda de ISP-VT. De acordo com essas diretrizes, quando estudos
disponiveis na literatura sugerem que a toxicidade e a mortalidade sdo improvaveis mesmo em
altas doses (SHAH et al., 2011; MOTIRAM KAKALLW et al., 2016), a dose limite pode ser
usada primeiro. Em nosso estudo de toxicidade oral, o ISP-VT néo apresentou toxicidade em
camundongos na dose mais alta testada (2.000 mg / kg), e ndo foram observados ébitos,
alterac6es comportamentais ou alteragdes clinicas. Além do que, verificou-se que o ISP-VT néo

causou alteracdo no peso corporal dos animais apds 14 dias.
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Um importante fator nos estudos de toxicidade oral é a avaliacdo de 6rgdos sensiveis
que desempenham papéis importantes no metabolismo e excre¢do de xenobidticos, incluindo
figado, baco, rins, intestino e coracdo. Neste estudo, esses Orgdos vitais ndo apresentaram
diferencas significativas, ou histopat6logicas ou microscopicas, no grupo de tratamento com
ISP-VT em relacdo ao grupo controle. Substancias toxicas iniciam respostas fisiologicas no
corpo; portanto, 0s ensaios que avaliam a lesdo hepética (AST e ALT) e a funcdo renal (uréia e
creatinina) sdo Uteis na determinacéo da extensdo dos danos a esses orgdos (OBIDAH et al.,
2009; SHAH et al., 2011). Neste estudo, ndo houve alteracdo nos niveis de ALT, AST, uréia ou

creatinina, corroborando os resultados obtidos nas analises macroscopicas.
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7. CONCLUSAO

Portanto, nossos resultados confirmam a evidéncia de que o vanilato de isipropila um
derivado semissintético, do acido vanilico, ISP-VT, possui alto potencial anti-inflamatério do
em modelos experimentais de inflamagdo aguda. Seu efeito anti-inflamatorio ocorre por
diversos mecanismos que envolvem a liberacdo de mediadores inflamatorios, como histamina,
serotonina, PGE2 e bradicinina, além de prometer reducdo da permeabilidade vascular e
migracdo de neutrofilos para o sitio inflamatorio. O ISP-VT foi capaz de reduzir a producéo de
citocinas pré-inflamatorias (TNF-a ¢ IL-6), e a expressdo da COX-2, com efeito antipirético e
inibicdo de Ciclooxigenases com maior especificidade para COX-2. Além disso, demonstrou
capacidade antioxidante in vitro e atividade antioxidantes ex vivo via sequestro de radicais,
quelacdo ibnica, diminuicdo da peroxidacdo lipidica e aumento de antioxidantes enddgenos.

ISP-VT ndo apresentou toxicidade em camundongos na dose mais alta testada e
nenhuma alteracdo comportamental ou clinica foi observada. Este € um ponto importante para
0 desenvolvimento futuro desta droga. Concluindo, nossos resultados sugerem que o ISP-VT
pode ser um candidato importante para o desenvolvimento de um novo possivel anti-
inflamatdrio e antipirético, representando uma nova alternativa terapéutica para o tratamento

de doencas inflamatorias associadas ao estresse oxidativo.
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Prof. Dr. JAND VENES ROLIM MEDEIROS
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Senhor Pesquisador,

Ern reunido na presente data (24 de Outubro de 2014), a Comissao de Etica e
Experimentacdo no Uso de Animais em Pesquisa, da Universidade Federal do
Piaui, analisou e Aprovou no que diz respeito aos aspectos de natureza da
ética em experimentagao animal, sob o nimero 068/14, o projeto de pesquisa
intitulado “Prospecgido farmacolégica de moléculas biologicamente ativas
extraidas de produtos naturais- énfase no potencial terapéutico”, sob a
sua responsabilidade. Informamos que este projeto tem Periodo de Vigéncia de
Dezembro/2014 & Dezembro/2020, e serdo usados 340 Camundongos
isogénicos (machos e fémeas) e 320 Ratos isogénicos (machos e fémeas).
Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEEA/UFPI, o relatério final
sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais — Lei
N° 11.794, 8 de outubro de 2008).
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-~ Prof®.Ivete L. de Mendonga
Comite de Etica em Expenmentagdo Animal-UFFI
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