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RESUMO

Compostos anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) sdao amplamente utilizados
para o combate da inflamagdo, mas frequentemente acarretam efeitos adversos que
impedem a continuagédo do tratamento. Atualmente, a terapia a base de plantas tem sido
bastante empregada a fim de desenvolver novos farmacos que apresentem eficacia
analgésica e anti-inflamatéria. Nesse contexto, a utilizagdo de sistemas carreadores,
como as nanoparticulas de hidréxidos duplos lamelares (HDL), visa melhorar
propriedades biofarmacéuticas e farmacolégicas dos compostos nelas intercalados.
Dessa forma, este estudo teve como objetivo caracterizar a interacdo entre o acido
coumarico (AC), um composto fendlico extraido de plantas, e hidréxido duplo lamelares
(HDL), nanoparticulas inorgénicas, considerando parametros como a cinética de liberagao
in vitro, a citotoxicidade e as atividades analgésica-antiinflamatéria em relagéo ao farmaco
nao intercalado. Os ensaios de liberacao in vitro foram realizados utilizando uma célula de
difusdo vertical (com membrana de acetato de celulose, MWCO 1000 Da) e a viabilidade
celular avaliada em células 3T3 pelo teste de incorporacdo do vermelho neutro (VN). Os
testes farmacolégicos realizados em camundongos swiss foram: a determinagdo do
numero de contor¢des abdominais, teste fail-flick, ensaios de peritonite e teste de
formalina para o composto livre e intercalado nas concentragées de 10, 20 ou 30 mg/kg.
Os ensaios de liberacao in vitro mostraram que a intercalacao reduziu significativamente a
constante de liberacao (K;,) do AC, em relacao ao farmaco livre, sendo os valores de Klib
de 41,6 £ 1,5 %.h-1 e 32,4 £ 1,5 %.h-1 , para o AC e AC-HDL, respectivamente. A
viabilidade celular foi reduzida apenas em concentracées mais elevadas de AC e AC-HDL
(10 e 12,5 mM). Porém, mesmo nestas concentracées foi observada porcentagem de
viabilidade celular maior que 50%. Por fim, a avaliacao farmacoldgica apontou o AC-HDL
como um sistema de liberacdo com atividades analgésica e anti-inflamatéria mais
pronunciadas do que as observadas para anti-inflamatérios ndo esteroidais como a
indometacina (p< 0,001). Esses efeitos foram obtidos para teste de tail-flick, quando o AC
foi intercalado em HDL aumentou a duracdo da analgesia (~ 1,7 vezes) quando
comparado com o grupo de controle indometacina. Assim, os resultados indicam que o
AC intercalado em nanoparticulas inorganicas de HDL apresentou uma taxa de liberacéo
lenta e também induziu uma atividade analgésica - anti-inflamatéria, possivelmente, por
um mecanismo semelhante ao observado para um anti-inflamatério nao esteroidais como

a indometacina.
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ABSTRACT

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are widely used to avoid
inflammation, but these compounds can evoke some side effects, considering these as an
important limitation to the treatment. Currently, the plant-based therapy has been widely
employed to develop new drugs which have analgesic and anti-inflammatory
pharmacological activities. In this context, the use of inorganic nanoparticles is important
to improve biopharmaceutical and pharmacological properties of the intercalated
molecules. Thus, this study aimed to characterize the interaction between coumaric acid
(CA), a phenolic compound extracted from plants, and layered double hydroxide (LDH),
inorganic nanoparticles, considering parameters such as the in vitro release kinetics
cytotoxicity and analgesic-antiinflammatory activities compared to the non-intercalated-CA.
In vitro release tests were performed using a vertical diffusion cell (with cellulose acetate
membrane, MWCO 1000 Da) and cell viability assessed in 3T3 cells by the neutral red
(NR) uptake test. Pharmacological assays were carried in Swiss mice out in order to
determine the number of writhings, tail-flick test, peritonitis test and formalin test for the
free compound at three different concentrations (10, 20 or 30 mg/kg). In vitro release tests
showed that the release constant (K.) value was significantly reduced when compared to
the non-intercalated CA (K. values of 41.6 + 1.5 %.h™" and 32.4 + 1.5 %.h™ for the free CA
and CA-HDL, respectively). Cell viability was reduced only at higher concentrations (10
and 12.5 mM) of CA and CA-HDL. However, even at these concentrations the percentage
of cell viability was more than 50%. Finally, the pharmacological evaluation reveal the CA-
HDL as a drug-release system with more pronounced analgesic-antiinflammatory effects
than those observed for classic NSAIDs, such as indomethacin (p <0.001). Those effects
were obtained, specially, for tail-flick test, when the treatment with CA-LDH increased the
duration of analgesia (~ 1.7 times), when compared with the control group (indomethacin).
Thus, the results pointed out that the system CA-LDH showed a slow release rate and also
induced in vivo analgesic-anti-inflammatory activities, possibly using similar mechanisms

to that observed for classic non-steroidal anti-inflammatory drugs, such as indomethacin.
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l. INTRODUCAO



1. 0 PROCESSO INFLAMATORIO E SEUS MEDIADORES

A inflamacdo é um fendmeno fisiologico fundamental ao organismo,
desencadeado em resposta a diversos fatores tais como: trauma mecanico,
privacdo de oxigénio, nutrientes, alteragdes imunoldgicas, genéticas, agentes
quimicos, microorganismos, temperaturas extremas, radiagdo ultravioleta
(GOLDSBY, 2003; MURPHY, 2010). Porém essa resposta fisiolégica quando
persistente pode estar associada ao desenvolvimento de patologias tais como
reumatismo, artrites e artroses, arteriosclerose, doengas degenerativas ou até
mesmo cancer (MURAKAMI E OHIGASHI, 2007). Estudos revelam que cerca de
1% da populacdo mundial é acometida por doencas de origem inflamatéria
(WOOLF E PFLEGER, 2003; SMITH, 2005).

O processo inflamatério é caracterizado pelo calor, dor, rubor e inchago,
sendo esses fatores derivados dos efeitos de mediadores (Interleucina-1,
prostaglandinas, quimiocinas) e células inflamatérias (macréfagos, leucocitos)
diretamente sobre os vasos sanguineos locais(GOLDSBY, 2003; MURPHY, 2010).

No entanto, a inflamag¢ao pode ser também desencadeada por outras vias
como aquelas relacionadas a producdo de quimiocinas (mediadores protéicos
liberadas por células que participam do processo inflamatério presentes no sangue
como macréfagos, eosindfilos e basofilos como histamina bradicinina),
prostaglandinas (PGs) e tromboxanos (TXs), mediadores lipidicos derivados do
acido araquidbnico, assim como o NO que tem acao nos vasos sanguineos,
componentes do sistema complemento, fator de necrose tumoral (TNF),
interferons (INF), metaloproteinases de matriz extracelular (MMP) e fator de
agregacao plaquetaria (PAF) (GAUTAM E JACHAK, 2009). Todas essas
moléculas acarretam inflamacdo e aumentam a permeabilidade vascular e a
quimiotaxia (Figura 1).
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Figura 1: Esquema das vias que levam a inflamag&o. Vias resultantes de: estimulos nocivos com
lesdo na membrana desencadeando a sintese de prostaglandinas (PGs), acdo de toxinas virais e
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complexo sérico antigeno-anticorpo (Ag-At) desencadeando o sistema complemento. A via
destacada em vermelho serda a via mais abordada nesta introducdo. Adaptacao de Gautam e
Jachak (2009).

Todas essas vias sao importantes para que o processo inflamatério ocorra.
No entanto, na terapia farmacoldgica convencional utilizada para diminuir os sinais
da inflamagdo estdo incluidos os glicocortocéides e os antiinflamatérios nao
esteroidais (AINEs) (WILLOUGHBY, 2000; RANG, 2003) cujo mecanismo de agao
envolve a inibicdo da via da ciclooxigenase, COX, (destacada de vermelho na
Figura 1), sendo esta a via mais comum para explicar a atividade farmacolégica de
muitos compostos bioativos provenientes de plantas (GAUTAM E JACHAK, 2009).



1.1 VIA DA CICLOOXIGENASE

Os mediadores conhecidos como prostaglandinas, prostaciclinas e
tromboxanos A, também denominados eicosandides, sdo derivados de
fosfolipidios de membranas geram o acido araquidénico como produto de sua
degradacao (RANG, 2003; BOTTING, 2006).

A fosfolipase Az (FLA2), enzima que exerce catalise interfacial dependente
de calcio, pertence a uma grande familia de esterases cuja funcao envolve a
hidrélise de glicerofosfolipideos. A sua ativacdo € determinada por alguns
moduladores como a trombina, bradicinina, sistema complemento C5a, reacdes
antigeno-anticorpo e lesao celular (KINI E EVANS, 1995; RANG, 2003; OLIVEIRA,
2009). Esta fosfolipase é denominada A, pois tem acao sobre a posicao Sn-2 do
glicerofosfolipideos liberando moléculas de acil fosfolipidios e de acidos graxos
livres.

A familia Ao contém mais de quinze subgrupos, sendo o subgrupo V
relacionado as enzimas presentes em células inflamatorias e células cardiacas
humanas (OLIVEIRA, 2009).

Com a aproximagéo da fosfolipase A, nas membranas celulares ha uma
alteragao na conformagdo da mesma. Com isso a enzima torna-se ativa e captura
um fosfolipidio presente na membrana, direcionando-o para seu sitio ativo
formando o complexo enzima substrato. Ocorre, assim, a clivagem da ligacao
éster na posicdo Sn-2 do glicofosfolipidio liberando o &cido araquidénico
(OLIVEIRA, 2009), conforme ilustra a figura 2.



Acido Araquiddnico

MN/{
CH
W:H;

Membrana plasmatica \

CH-
Fosfolipido de memorana
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O 4&cido araquidénico liberado dara origem a alguns mediadores
inflamatérios, que podem seguir duas vias: a da ciclooxigenases (COX) ou a das
lipooxigenases (LOX). Ambas as vias levam a sintese de mediadores importantes
no processo inflamatério. Na via da ciclooxigenase o acido araquidénico sofre uma
ciclooxigenagao com a insercao de dois O, em sua molécula, tornando-se, assim,
prostaglandina G, (PGGy). Posteriormente, a prépria COX cataliza a reagédo de
peroxidagdo com a retirada de um O, convertendo, assim, o PGG, em
prostaglandina H, (PGH».) quimicamente instavel. Por esta instabilidade a PGH>
sofre alteragcdes moleculares dando origem as demais prostaglandinas (PGDy;
PGE,; PGF,; PGly) e do tromboxano Az (TXAz) ( LEHNINGER, 2006; NAGAI,
2008), como pode ser visto na figura 3.
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Figura 3: Via de sintese de prostanglandinas a partir do acido araquidénico. Através da agédo da
COX temos a sintese de PGH, precursor das demais prostanglandinas e do tromboxano A..
Adaptado de Lehninger (2006).

A COX, denominada por alguns autores de prostaglandina sintetase (PGH),
é uma enzima bifuncional com dois sitios cataliticos. A ciclooxigenase vai agir
inicialmente com atividade de endoperdéxido redutase (ciclooxigenacao) inserindo
duas moléculas de oxigénio formando a prostaglandina G, (PGG:) e



posteriormente com atividade de peroxidase com a saida de uma molécula de
oxigénio formando a prostaglandina H, (PGHz) (Kummer e Coelho, 2002).

Atualmente, sao conhecidas diversas isoformas da COX que foram isoladas
de diferentes 6rgdos humanos sendo elas: COX-1; COX-1a; COX-1b, COX-2 e
COX-3. As isoformasCOX-1 e COX-2 tém a sua estrutura bem definida na
literatura e apresentam uma diferenga crucial que reside no amino4cio da posicéo
523, onde a COX-1 apresenta uma isoleucina e a COX-2 uma valina, um
aminoacido de menor tamanho molecular, formando, assim, uma lacuna que
permite 0 acesso a uma “bolsa lateral” presente no sitio ativo (WILLOUGHBY,
2000; CHANDRASEKHARAN, 2002; BOTTING, 2006; RANG, 2003).

Autores divergem em relacdo a constitutividade dessas isoformas existindo
diferentes linhas de estudo. A primeira, mais comum e encontrada em livros,
defende a presenca constitutiva da COX-1 (considerada uma enzima
housekeeping) em todas as células, liberando as prostaglandinas para acodes
fisiolégicas e mantendo a homeostasia do organismo. J& a COX-2, seria
sintetizada em maior concentracdo em relacdo a COX-1, somente frente a
liberacdo de mediadores inflamatérios como lipossacarideos (LPS), interleucinas
(IL-1a e 1B) e fator de necrose tumoral (TNF-a) e apresenta-se mais expressa em
alguns 6rgdos como cérebro, coracdo e rins. A COX-3, por sua vez, isolada de
cértex cerebral, esta relacionada com dor e febre (STITES, 2000; CALICH E VAZ,
2001; CHANDRASEKHARAN, 2002; RANG, 2003; BOTTING, 2006; KING, 2007;
NAGAI, 2008).



Tabela 1: Efeito fisiologico das prostaglandinas. Diferentes tipos de prostaglandinas e suas
acoes sistémicas.

PGD. | PGFy, | PGl PGE-
EP, | EP, | EP;

Vasodilatacao X X

Inibicao da agregacao plaquetaria

Relaxamento da musculatura gastrointestinal

Relaxamento uterino

x| X| X| X| X
>

Modificag¢ado na liberacao dos horménios
hipotalamicos e hipofisarios

Contragao do miométrio X

Liberacao de renina e natriurese X

Broncoconstricao X

Contracédo da musculatura gastrointestinal X X

Broncodilatacao X

Liberacao da secrecao de liquido intestinal X

Inibicao da secrecao de acido gastrico X

Aumento da secrecao protetora da mucosa X
gastrica

Inibicao da lipolise X

Inibicédo da liberagdo de neurotransmissores X

autonomos

Estimulacao da contracao do utero gravido X

O grupo de Zidar (2009) demostraram através de testes de imunohistologia
western blotting e PCR em tempo real, utilizando amostras de tecidos obtidas por
autopsia (mortes acidentais) e biépsia de homens e mulheres, de todos os érgaos
e suas diferentes células. Esse estudo demonstra que a constitutividade ou nao de
ambas as isoformas de COX é mais complexa do que se acredita e que ambas
isoformas estdo presentes em condi¢cdes fisioldgicas, a fim de manter a

homeostasia do organismo em condi¢cdes patologicas diversas. Além desses



autores, outros ja haviam realizados trabalhos apresentando a presenga da COX-1
e da COX-2 em condigoes fisiolégicas, mas em érgaos isolados (YASOJIMA,1999;
SAKURALI, 2005; HARRIS E BREYER, 2006; ZIDAR, 2007).

As prostaglandinas sintetizadas exercem um importante papel na
inflamacao, as PGl,, PGD, e PGE; apresentam agbes vasodilatadoras; as PGl»
e PGD, também inibem a agregacao plaquetaria; PGl, , PGF, e PGE; sao
hiperalgésicas ; a PGF, é a Unica que apresenta agdo broncoconstritora e
aumenta a contracdo do miométrio. O tromboxano A, (TXAz) é produzido
principalmente nas plaquetas e tem acao trombética e vasoconstritora (RANG,
2003; CAVALCANTI, 2004; KING, 2007).

O acido araquidbnico é substrato de outra enzima, a lipooxigenase que
apresenta trés isoformas, a 15-lipoxigenase, a 12-lipoxigenase e a 5-lipoxigenase.
Todos os seus produtos estdo envolvidos em processos inflamatérios, o LTB4 e 0
12-HETE apresentam acdes de quimiotaxia, enquanto 0 LTCy4, 0 LTD4 € 0 LTE4
tém acdes broncoconstritora € aumentam a permeabilidade vascular (RANG,
2003).

2. DOR DE ORIGEM INFLAMATORIA

Todo processo inflamatério € muito incbmodo para o paciente, pois esse
vem acompanhado de diversos sintomas, dentre eles a dor, que foi conceituada
em 1986, pela Associagdo Internacional para o Estudo da Dor, como uma
experiéncia emocional com sensacao desagradavel, associada a lesédo tecidual
presente, potencial ou descrita como tal (CAVALCANTI, 2004).

Quando a dor torna-se um sintoma do processo inflamatoério, essa pode
alcangar o extremo e chegar a impedir o paciente de realizar suas tarefas
cotidianas — nos casos mais graves. Porém, como envolve também fatores
psicolégicos, torna-se dificil classifica-la. Por isso, atualmente algumas
terminologias sao utilizadas para denominar diferentes fases do processo
doloroso, sendo assim, a resposta fisiolégica a um estimulo agressivo é

denominada nocicepcao uma vez que envolve neurotransmissores (nociceptores)



e mediadores da inflamacdo sendo possivel de ser avaliada de maneira direta
(DUNDER, 2009).

A figura 4, mostra os diversos fatores que envolvem a dor, além da resposta
nociceptiva, mostrando que a dor € a soma das respostas externas
(comportamento doloroso e sofrimento) e da nocicepgao, resposta fisiopatologica

,_

Figura 4: Esquema das diferentes fases que envolvem o processo doloroso.A nocicepgao leva a
dor a intensidade da dor vai variar conforme a percepg¢ao individual que pode levar a uma alteragao
comportamental. A alteracdo comportamental também pode levar a aumentar a percepgao da dor.

do organismo.




A nocicepgao consiste, na deteccdo de lesdo tecidual por transdutores
especializados ligados as fibras dos nervos periféricos do tipo Ad e C, essa via de
acao constitui a via periférica. A deteccao do estimulo doloroso é realizada por
nociceptores presentes nos tecidos superficiais da pele, mucosas e visceras que,
quando ativados ou sensibilizados, terdo como resposta a dor, sendo essa
resposta denominada de periférica (CAVALCANTI, 2004).

A modulacao periférica da resposta nociceptiva é desencadeada pelo
processo inflamatério gerado por uma lesdo. Os mediadores inflamatérios
liberados s&o responsaveis pela hiperalgesia (diminuicdo do limiar de acao dos
nociceptores), as PGE,, PGF, e PGl, potencializam o efeito da bradicinina (BK) e
da serotonina (5-HT) (agentes nociceptivos) aumentando, assim, a sensibilidade
dos receptores nociceptivos. Como consequéncia, havera a sensibilizacao das
fibras C aferentes, sendo essas ativadas por duas vias, a primeira com a funcéo
de inibicao dos canais de potassio e a segunda com a fung¢ao de facilitar a acéao
dos agentes nociceptivos em canais de cations, sendo esses eventos 0s
responsaveis pela excitacdo dos neurdnios de transmissdo que causam a dor
(RANG, 2003; CAVALCANTI, 2004).

A inflamagdo est4d também relacionada a outros mecanismos como
estimulacdo de nociceptores silentes, presentes em fibras aferentes néao
mielinizadas, que n&o s&o sensiveis a estimulos térmicos e mecéanicos intensos,
bem como ao aumento do numero de receptores opidides, evidenciados por
experimentos e observagdes clinicas onde demonstram uma maior eficiéncia de
farmacos opioides quando ha um processo inflamatério (STEIN, 1989; 1990), a
definicAo dos processos envolvidos para este ocorrido ainda ndo foram bem
elucidados, mas existem duas hipéteses sendo estas a estimulacao da sintese de
novos receptores e transporte axonal destes para a periferia  (CAVALCANTI,
2004), além da lesdo ou inflamagédo levar a uma alteragdo na membrana
perineural e aumentar a exposi¢cdo dos receptores opioides na fibra nervosa
sensitiva (OLSSON, 1990).

Os receptores opidides de diferentes tipos (mi, delta, kappa, sigma, épsilon
e ORL) apresentam seus efeitos fisiologicos estimulados pela morfina, um
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analgésico opidide classico e referéncia clinica para esse grupo de farmacos. A
morfina estimula os receptores opidides, sendo antagonizada pela naloxona
(RANG, 2003; CAVALCANTI, 2004).

A analgesia desencadeada pelos opidides tem inicio imediato apds a sua
administragao e geralmente tem um efeito mais prolongado do que o obtido com a
administragdo de AINEs, mas essa classe de farmacos levam a outros efeitos
como sedacao, euforia, constricdo pupilar, motibilidade gastro intestinal reduzida,
depressao respiratoria e dependencia quimica(RANG, 2003; CAVALCANTI, 2004).

Outro sistema relacionado com analgesia envolve o0s receptores de
adenosina (Ay e A,). Quando ha estimulacdo dos receptores A; ha uma
estimulacao de efeitos antinociceptivos. Moléculas que exercem acao sobre esses
receptores, além da adenosina, desencadeiam um efeito analgésico. Em
contrapartida, quando ha estimulacdo de receptores A,, uma resposta pro-
nociceptiva é desencadeada, mediada por AMPc independente de mediadores da
inflamagao ( RANG,2003; LIMA,2008).

Para a averiguacdo da estimulacdo desta via s&o utilizados antagonistas
dos receptores Ay, como a cafeina (LIMA 2008; DE MIRANDA 2001).

3. ANTI-INFLAMATORIOS NAO ESTEROIDAIS (AINES)

Atualmente, a terapia farmacoldégica mais utilizada para o tratamento da
inflamacéao, e dos sinais clinicos a ela relacionados, consiste na administracao de
uma classe de compostos quimicos denominados anti-inflamatérios nao
esteroidais (AINEs). O mecanismo de acédo dos AINEs consiste na inibicdo da
COX, podendo ser classificados em: i) ndo seletivos para COX-1 e 2, ii) seletivos
para COX-1, iii) seletivos para COX-2 e iv) altamente seletivos para COX-2
(VANE, 1998; WILLOUGHBY, 2000; RANG, 2003).

De acordo com a estrutura quimica do farmaco, os AINEs apresentam a
capacidade de se alojarem no interior da cavidade da COX impedindo a interacao
do &cido araquidbnico com o sitio ativo da enzima e, consequentemente, evitando
a sintese de PGGy, das outras prostanglandinas e tromboxanos (Figura 5).
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Figura 5: llustracdo da inibigdo da COX por AINEs. Sendo A- COX-1 e COX-2 inibidas por AINEs
ndo seletivos e B- Inibi¢do seletiva da COX-2 por AINEs seletivos. Adaptado de Rang ( 2003).
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O desenvolvimento de diferentes compostos e a utilizacao de sistemas de
liberacao controlados de farmacos para o combate a dor vém sendo ampliado com
o intuito de diminuir os efeitos colaterais tais como problemas gastricos podendo
se agravar 4 ulceras e resultantes da classe de AINEs seletivos e nao seletivo da
COX-1 e problemas pré-trombéticos que podem levar a problemas
cardiovasculares decorrente da inibicao seletiva da COX-2 decorrentes do uso
continuo desses medicamentos (BARBATO, 1997; ALMASIRAD, 2005; GORDIJO
, 2005; BOTTING, 2006; MCCULLOCH, 2006; KING, 2007; ALAFEEFY, 2008; AY,
2009; GAUTAM E JACHAK, 2009).

4. PRODUTOS NATURAIS COM ACAO ANTI-INFLAMATORIA

Os farmacos a base de plantas eram inicialmente dispensados na forma
bruta tais como: tinturas, chas, p6s e outras formulacées herbais. Hoje essa
apresentacdo farmacéutica é denominada fitoterdpico (GAUTAM E JACHAK,
2009).

Cerca de 15 % do capital da industria farmacéutica mundial é proveniente
da venda de fitoterapicos (dados da Organizacao Mundial de Saude (OMS)), onde
em paises desenvolvidos e em desenvolvimento, 65 - 80% da populagéo utiliza
fitoterdpicos como uma das fontes basicas de saude. No Brasil, esse mercado
gera em torno de U$ 100 milhdes por ano, a evolugcdo deste mercado esta
atraindo cada vez mais investidores (BRESOLIN, 2010).

Um fitoterapico nao apresenta seus compostos bioativos isolados como no
caso dos medicamentos Giamebil® (a base de Mentha crispa L., que esta no
mercado desde 1991), que foi desenvolvido pela Hebron em parceria com a
Universidade Federal de Pernambuco, e o Acheflan®, medicamento desenvolvido
pela industria Aché, tendo como base o dleo essencial de Cordia Verbenacea
(BRESOLIN, 2010).

Para uma acdo mais especifica os compostos bioativos provenientes de
plantas medicinais sao isolados, caracterizados, incorporados aos veiculos
farmacéuticos e, entdo, comercializados. Segundo Newman e Cragg (2012) os
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compostos bioativos vém sendo amplamente estudados e sao a base de cerca de
60% de novas moléculas descobertas no periodo de 01/1981 a 2010. A utilizacao
popular de certas plantas € um indicio para a pesquisa de novos compostos
bioativos. Um exemplo disso é a descoberta da Aspirina®, que foi baseada no
conhecimento da agao analgésica e antipirética do salgueiro pelos Gregos e
Romanos ha 400 anos a.C. Em 1899, o Aacido acetil salicilico (Aspirina®) foi
introduzido no mercado como o primeiro farmaco potente para o tratamento de
doencgas reumaticas (VANE, 1971).

O artigo de revisdo publicado por Gautam e Jachak (2009) revela a grande
variedade de grupos de moléculas isoladas de plantas com atividades anti-
inflamatdrias, sendo descritas 212 moléculas das classes dos alcalbides, acidos
graxos, esteroides, terpenos e quinonas, entre outros.

Em vista do exposto, neste trabalho serdao abordados aspectos
biofarmacéuticos e farmacolégicos de outra importante classe de bioativos,
conhecidos como compostos fendlicos.

4.1. 0S COMPOSTOS FENOLICOS E SUA VARIABILIDADE ESTRUTURAL

As moléculas que apresentam pelo menos um anel aromatico como
demonstrado na figura 6 ligado a uma hidroxila, sdo denominados compostos
fendlicos (SIMOES, 2007; OLIVEIRA, 2009).

OH

Figura 6: Estrutura basica de um fenol.

Para a industria, estes compostos tém grande importancia para a obtencao
de diversos produtos como pesticidas, explosivos, papel, tecidos, tinturas e
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farmacos (MAHUGO SANTANA, 2009). Modificagdes quimicas, estruturais como
alteracoes em seus substituintes e sintese de polimeros a partir de unidades de
fendis, apresentam  atividades farmacoldgicas, anticarcinogénicas e
antitrombéticas (NEUDORFFER, 2004; CHEN, 2010; DE, 2010).

Nas plantas, o metabolismo secundério originara os diversos compostos
fendlicos com ampla variedade estrutural. Estes apresentam uma variedade de
funcdes, entre elas, inibicdo da oxidacao lipidica, protecdo da proliferacao de
fungos, participagcdo em processos responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma
das plantas (ANGELO E JORGE, 2007; SIMOES, 2007).

As formas mais comuns dos compostos fendlicos de plantas séao:
flavondides, acidos fendlicos, fendis simples, cumarinas, taninos, ligninas e
tocoferdis. Podemos verificar a estrutura de cada classe destes fendis na tabela 2,
dentro de cada classe ha uma vasta variacdo nas cadeias laterais, podendo ser

compostas por hidroxilas, metilas, acido carboxilicos, entre outras estruturas.

Tabela 2: Estrutura basica para as classes de compostos fendlicos de planta (Angelo e
Jorge, 2007).

Classe Estrutura
Fendlicos simples benzoquinonas Cs
Acidos Hidroxibenzoicos Ces- Cy
Acetofenol, acidos fenil acéticos Ce- Co

Acidos hidroxicinamicos, Fenilpropanoides Cg- C3

Nafitoquinonas Ce- Ca4
Xantonas Cs-C1-Cs
Estibenos, antoquinonas Ce- Co-Cg
Flavonoides, isoflavonoides Ce- C3- Ce
Lignanas, neolignanas (Cs- Ca)2
Biflavonoides (Cs- C3- Cp)2
Ligninas (Cs- Ca)n
Taninos condensados (Cs- C3- Ce)n
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Os compostos fendlicos sdao conhecidos como agentes antioxidantes.
Estudos realizados com flavondides demonstram in vitro e in vivo agdes
anticancerigenas (CAMARGO, 2011; 2012). Além desses estudos, outros
trabalhos foram realizados com diferentes tipos de compostos fenélicos visando
uma nova forma farmacéutica de combate ao cancer, as doencas
cardiovasculares e aos processos inflamatérios (SOARES, 2002; GAUTAM E
JACHAK, 2009; CHEN, 2010).

Dentre as classes de compostos fendlicos, as que estdo mais relacionadas

a inibicdo de processos inflamatérios sdo: os flavondides, biflavonoides, acidos
hidroxibenzoicos, acidos hidroxicinamicos e ligninas (GAUTAM E JACHAK, 2009).

41.1. ACIDO P- COUMARICO: CARACTERISTICAS QUIMICAS E
PROPRIEDADES FARMACOLOGICAS

O acido p-coumarico € um composto fendlico, encontrado nas frutas,
legumes e graos, resultante do metabolismo vegetal (ANDREASEN, 2001;
MANACH, 2004; GARRAIT, 2006). Todos os tecidos e células vegetais podem
realizar esse metabolismo de acordo com fatores ambientais, ecolégicos ou do
estagio de crescimento da planta, podendo aumentar a ativacdo destas vias
metabdlicas. Esses mecanismos ainda ndo estdo completamente elucidados
(SIMOES, 2007).

A glicose como fonte da maioria dos metabdlitos vegetais dara origem ao
acido p-coumarico. Primeiramente, essa sera degradada em acetil-CoA e &acido
chiquimico, que entdo originard os aminoacidos fenilalanina e tirosina. A tirosina
sera convertida no acido p-coumarico, o aminoacido fenialanina & convertido
primeiramente em &cido cindmico e posteriormente em &cido coumarico. Estes
ultimos dardo origem aos fenilpropandidos: propenilbenzenos, alilbenzenos,
aldeidos aromaticos e coumarinas (SIMOES, 2007), essa via metabolica esta
ilustrada na figura 7.

17



OH ,O

ol Non
N

HyC—C—SCoA
HO OH

$

Acido Ch|qU|m|co

o~ o

Fenilalanina Tirosina
OH OH
s
O)\/\@ O)\/\Q
OH
Acido cinamico Acido p - coumarico

__CH, @A CHs
i . R 0" o

Propenilbenzenos (R=H,0OH) Aldeidos aromaticos (R=H,0H) Alilbenzenos (R=H,0OH) Cumarinas (R=H,OH)

Figura 7: Via de sintese de acido p-coumarico a partir da glicose e seus compostos derivados. A
sintese de acido p-coumarico pode ser feita de forma direta a partir do aminoacido tirosina e de
forma indireta do aminoéacido fenilalanina.
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O efeito biolégico do acido p-coumarico esta relacionado a absorcao
(independentemente de ser proveniente de alimentos vegetais ou da molécula
isolada) deste composto com posterior disponibilidade para as células alvo. Essa
absorgdo € realizada no intestino através de um cotransportador de H*
denominado de transportador de acido monocarboxilico (MCT), que realiza o
transporte de compostos monocarboxilicos com a entrada de H* na proporcéo
estequiométrica de 1:1 (KONISHI, 2003; GARRAIT, 2006; KOBAYASHI E
KONISHI, 2008; HALESTRAP, 2012).

As células-alvo também apresentam os transportadores MCT, facilitando,
assim, a entrada do acido p-coumarico. Essa classe de transportadores apresenta
mais de catorze isoformas, sendo que apenas quatro isoformas estdo bem
caracterizadas (HALESTRAP E MEREDITH, 2004; WATANABE, 2006).

Garrait e colaboradores (2006), realizaram experimentos, verificaram os
sitios de absorcdo do acido p-coumarico em todo o sistema gastrointestinal no
estdbmago e no intestino em seus seguintes segmentos: duodeno, jejuno, ilio, ceco
e cblon de ratos e observaram também a excre¢ao urinaria deste composto, apds
a administragédo oral em ratos. Além disso, esses autores compararam a absor¢ao
e a excrecao do acido p-coumarico com o acido trans-cindmico (também um
composto fendlico derivado do metabolismo secundario de plantas),
demonstrando que o local de menor absor¢cdo para ambos os compostos foi 0
estdbmago. No intestino a absorcdo maior foi para o acido trans-cinamico, no
entanto, a excre¢cdo de acido coumarico foi 77 vezes menor que o acido trans-
cinamico, sugerindo uma menor metabolizacdo do acido coumarico e sugerindo
uma maior eficicia farmacologica.

Quanto as atividades farmacoldgicas, a acao antioxidante atribuida ao acido
p-coumarico tem sido estudada com a finalidade de diminuir a ocorréncia de
radicais livres e o estresse oxidativo celular, que gera dano no DNA e pode levar
ao surgimento de cancer (HUDSON, 2000; GUGLIELMI, 2003; LUCERI, 2004;
JANICKE, 2005; GAO E HU, 2010; JANICKE, 2011).

Inicialmente, Guglielmi e colaboradores (2003) demonstraram a protecéo do
acido p-coumarico em células CaCO-2 de intestino além de avaliar o RNAm das
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enzimas glutationas uma classe de enzimas responsaveis por controlar o estresse
oxidativo das células. Em outro estudo, Janicke e colaboradores (2011)
comprovaram a interferéncia do &cido p-coumarico no ciclo celular de células
CaCO-2 (fase G2/M) e outros sete sistemas de regulagao celular, confirmando o
estudo de 2005, destes mesmos autores, no qual foi avaliada a resposta
metabdlica através da constatacdo do funcionamento da cadeia transportadora de
elétrons pelo teste de Alamar Blue e MTT frente a diferentes concentragcbes de
acido p-coumarico durante trés dias.

Devido ao seu poder antioxidante e sua estrutura quimica, diversos autores
vém estudando a acao farmacoldgica do acido coumarico frente a diferentes
atividades como: aumento do horménio estradiol em ratas sem o0s ovarios
(YAMAGUCHI, 2008; FOLWARCZNA, 2009; ZYCH, 2009); acdo antigiardiase
(ANTHONY, 2011); neuroprotecdo (VAUZOUR, 2010); atividade antiviral
(SCHNITZLER, 2010); protecdo ocular em coelhos (LODOVICI, 2009); acao
antiplaquetaria (LUCERI, 2007) e reducédo de pigmentacao da pele (AN , 2008;
2010; SEO, 2011; SONG, 2011).

Por outro lado, estudos relacionados a atividade anti-inflamatoria mostram
acOes do acido p-coumarico, em ratos tratados por catorze dias (dose de 50
mg/kg), em modelos de colite, com redugdo da oxidagdo do DNA e uma
supressao na atividade da COX-2 (LUCERI, 2003). Esse efeito anti-inflamatério é,
também, comumente observado para compostos fendlicos de uma forma geral
(WANG, 2006; PARVEEN, 2007; MADA, 2009; MAPHOSA, 2009; SHI, 2009).

5. NANOPARTICULAS INORGANICAS DE HIDROXIDO DUPLOS
LAMELARES (HDL) COMO SISTEMAS PARA LIBERACAO DE
FARMACOS.

Atualmente, sdo desenvolvidos inumeros tipos de carreadores com a
finalidade de melhorar algumas propriedades de iniumeras moléculas, esses

sistemas podem ser organicos ou inorganicos e tem aplicacdo em diversas areas,
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dentre elas a téxtil, alimenticia e farmacéutica (SANVICENS E MARCO, 2008;
CUNHA, 2010).

Na éarea farmacéutica, esses carreadores podem promover a liberacao
controlada do farmaco, melhorando suas propriedades farmacoldgicas e
diminuindo seus efeitos adversos. Além dessa vantagem, um sistema carreador
pode aumentar a estabilidade do farmaco diminuindo sua degradagédo natural
(CEREDA, 2006; BONINA, 2008; GUHAGARKAR, 2009; CUNHA, 2010; de
ARAUJO, 2010).

O beneficio terapéutico dos varios farmacos administrados na forma
tradicional €, algumas vezes, limitado pelas propriedades fisico-quimicas
(solubilidade) e toxicolégicas dos mesmos ou até por barreiras fisiologicas.
Através do desenvolvimento de sistemas carreadores de farmacos e de novas
formulacbes de liberacdo modificada é possivel manipular algumas dessas
propriedades além de melhorar os efeitos terapéuticos, favorecendo a utilizagdo
clinica (BREWSTER, 2007; LOFTSSON E DUCHENE, 2007).

Com esse intuito, varios tipos de carreadores tém sido estudados,
caracterizando um numero cada vez maior de novas estratégias para a liberacédo
modificada de farmacos. Entre essas alternativas, pode-se citar desde a
encapsulacao de farmacos em micros esferas e nanoparticulas lipidicas soélidas, a
disposicdo de bioativos em microemulsbes e micelas poliméricas, até a
complexag&o com ciclodextrinas (naturais, sintéticas e seus derivados poliméricos)
e calixarenos. A caracterizacao das propriedades biol6gicas e biofarmacéuticas de
sistemas carreadores inorganicos, como os hidroxidos duplos lamelares (HDL)
vém sendo bastante estudadas (AGUZZI, 2007; VISERAS, 2010).

Os HDL, utilizados como antiacidos pela empresa Bayer desde 1970 com o
nome Talcid®, vém sendo empregados, mais recentemente, como catalisadores,
biosensores, novos cosmeticos, liberacao controlada de principios ativos tanto por
via oral quanto topica (LI, 2010a).
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O termo hidroxidos duplos lamelares refere-se a presenca de dois cations
metélicos nas lamelas destes compostos, que contém anions carbonato
intercalados entre lamelas de hidréxidos duplos, sendo a férmula geral dos HDLs

descrita como:
[M2* 1 M3*, (OH)2]* A™ym . NH20

onde M?* representa um cation bivalente, M** representa um cation
trivalente e A™ representa o anion intercalado com carga m™. Os céations podem
ser combinados conforme a caracteristica do material intercalado, gerando assim
uma variedade de HDLs (TRONTO, 2006; CUNHA, 2010).

A estrutura dos HDLs pode ser comparada a da brucita Mg(OH)., onde os
cations magnésio estao localizados no centro de octaedros, que possuem em
seus vértices anions hidroxilas. Tais estruturas compartilham suas arestas
formando camadas planas e neutras, que sdo mantidas juntas por ligacbes de
hidrogénio. Quando, nesse tipo de estrutura, cations bivalentes sao
isomorficamente substituidos por céations trivalentes, a lamela passa a apresentar

uma carga residual positiva.

Para que o sistema adquira a eletroneutralidade, é necessaria a presenca
de anions entre as lamelas, que juntamente com moléculas de agua promovem o
empilhamento das camadas do hidroxido duplo com um dominio interlamelar
pouco ordenado. Neste caso, as lamelas sdo mantidas juntas ndo apenas por
ligacbes de hidrogénio, como no caso da brucita, mas pela atragao eletrostatica
entre as lamelas positivas carregadas e os anions interlamelares (TRONTO, 2006;
CUNHA, 2010).

Os HDLs tém apresentado uma vasta aplicacdo como carreadores de
farmacos. Trabalhos com a liberacdo de antiinflamat6rios como ibuprofeno e
indometacina mostram as interagdes HDL-farmacos, descritas minuciosamente,
referindo desde diferentes métodos de preparacao até as mais diversas técnicas
de caracterizagdo (DEL ARCO, 2004A; GORDIJO, 2005; DEL ARCO, 2007; DEL
ARCO, 2008; AY, 2009; DEL ARCO, 2009) (Figura 8).
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Figura 8:Sugestao de arranjo entre HDL e ibuprofeno, sugerido que a matéria a ser inserida no
HDL encontra-se no lugar do anion. Figura retirada de Ay ( 2009).

A composigdo dos HDLs mais utilizada como sistema carreador de
farmacos, € composta pelos cations magnésio e aluminio. Outras combinacdes
como litio e aluminio (KHAN, 2001) e zinco e aluminio (bin HUSSEIN E LONG,
2004; LI, 2006) também sado empregadas.

Para o tratamento da dor inflamatéria foram descritos alguns AINEs
intercalados em diferentes composi¢cées de HDL como: ibuprofeno (GORDIJO,
2005), diclofenaco (BONINA, 2008), fenbufeno (LI, 2004), acido salicilico (del
ARCO, 2004a), acido mefenamico (del ARCO, 2007) e celecoxibe (AMBROGI,
2003). Esses trabalhos apresentam a caracterizagao fisico-quimica (calorimetria,
difracdo de raios-X e espectroscopia no infra-vermelho) da intercalacdo destes
compostos mostrando como estéo inseridas entre as lamelas dos hidroxidos que

compbem essas nanoparticulas.

Outras classes de farmacos também ja foram intercaladas, sendo descritos
antibioticos, ampicilina e gramicidina (TAMMARO, 2007), antiparkinsonianos como
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levodopa (WEI, 2008); antihipertensivos como enalapril e captopril (XIA, 2008),
hipolipemiantes pravastatina (CUNHA, 2012) bem como principios ativos extraidos
de plantas (curcumina) utilizados como antineoplasicos (NI, 2008).

Além das propriedades fisico-quimicas e a possibilidade de desenvolver
novos carreadores inorganicos (AMBROGI, 2003), outras caracteristicas tém
direcionado o uso de HDL como sistemas de liberacdo de farmacos: o baixo
potencial imunogénico e a reduzida citotoxicidade (tanto em culturas de linhagens
celulares humanas quanto em eritrécitos) além da relativa inocuidade in vivo
(avaliada pela determinacdo da mortalidade e da perda de peso em animais de
laboratorio tratados com diferentes doses de HDL) (del ARCO, 2004; LI, 2010).

A utilizacdo de nanoparticulas inorganicas como carreadores de farmacos
visa melhorar tanto as propriedades biofarmacéuticas (estabilidade, solubilidade,
administragdo in vivo) quanto as farmacoldgicas dos compostos intercalados.
Aliada a esses fatores, a utilizacdo de novos principios ativos que sejam de facil
obtencao e diminuam os efeitos adversos inerentes as classes de farmacos mais
comumente utilizadas sdo de grande interesse para a comunidade cientifica e
para a populacao (CUNHA, 2010; XU, 2006; SANVICENS, 2008).

Recentemente, tém sido descritos alguns estudos com compostos fendlicos
dispostos em sistemas carreadores para liberacdo modificada. Os trabalhos
relatam desde a utilizagdo de quercetina encapsulada em nanoparticulas
poliméricas no combate ao estresse oxidativo cerebral (DAS, 2008),
microemulsées topicas contendo hesperetina (TSAI, 2010), nanoparticulas
lipidicas contendo quercetina, miricetina e genisteina (LEONARDUZZI, 2010) e
nanoparticulas poliméricas contendo silimarina (GUHAGARKAR, 2009). No
entanto, para sistemas carreadores inorganicos ha referéncia apenas as
descrigbes estruturais da imobilizacdo de antocianinas em O6xidos lamelares
contendo nidbio (TEIXEIRA-NETO, 2009). Dessa forma, dada a vasta aplicacao
farmacolégica do acido p-coumarico, torna-se interessante o desenvolvimento, a

avaliagdo da biocompatibilidade e da atividade anti-inflamatéria deste intercalado
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em hidréxidos duplos lamelares como novo sistema carreador inorganico para

liberagédo modificada de bioativos de origem natural.

Nesse contexto, o estudo das propriedades antiinflamatérias do acido
coumarico associado ao desenvolvimento de sistemas para liberagdo modificada
apresenta-se como uma alternativa para ampliar a aplicagao terapéutica de novos
principios ativos e/ou formulagdes farmacéutica no tratamento da dor de origem

inflamatoéria.
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Diversos estudos fisico-quimicos tém sido realizados para caracterizar a
interacdo das nanoparticulas inorganicas com diferentes principios ativos. No
entanto, ha poucos relatos sobre as atividades in vivo destes hibridos,
especialmente tratando-se da intercalagdo de produtos naturais. Em decorréncia
disso, o presente estudo tem por objetivo geral avaliar as propriedades
biofarmacéuticas, a citotoxicidade e a atividade antiinflamatéria do &cido
coumarico intercalado em hidroxidos duplos lamelares propondo-o como novo
sistema para liberacdo modificada para no tratamento da dor de origem

inflamatoria.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o perfil de liberacao do acido coumarico a partir das nanoparticulas
inorganicas, utiizando um modelo de difusdo in vitro, simulando a
administracao oral e comparando-o com o farmaco em solucéo;

- Realizar ensaios de citotoxicidade in vitro para avaliar os efeitos diretos do
carreador, do acido coumarico livre ou das, nanoparticulas inorganicas
acido coumarico-HDL em cultura de células.

- Realizar ensaios in vivo para avaliar diferentes mecanismos envolvidos na
atividade antiinflamatéria do acido coumarico intercalado em nanoparticulas

inorganicas de HDL.
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lIl. MATERIAIS E METODOS
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1. FARMACOS E REAGENTES

e Acido coumarido (Sigma Aldrich Ltda.)
e Hidréxido de Zinco (Sigma Aldrich Ltda.)

e Hidréxido de Aluminio (Sigma Aldrich Ltda.) Indometacina(Sigma
Aldrich Ltda.)

e (Cafeina (Sigma Aldrich Ltda.)
e Naloxona (Sigma Aldrich Ltda.)
e Penicilina (Nutricell)
e Vermelho Neutro (Sigma Aldrich Ltda.)
e Solucoes:
o NaCl 0,9%,

o Fluido intestinal (fosfato de potassio monobasico e hidréxido
de sédio) pH 7,5 com 30% de propilenoglicol,

o

Carragenina 1% em solucao salina estéril,

Solugéo de formaldeido 1%

(@)

Liquido de Turk (violeta de gensiana e &cido acético 2%)
o Meio de cultura Meio Dulbecco Mem- DMEN (Nutricell).

O

e Membrana sintética de 1000 daltons (Spectra/Pro®)

2. PREPARACAO E CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS
INORGANICAS ZN?*/AL®**/CI' -HIDROXIDOS DUPLOS LAMELARES

A sintese dos Zn?**/AIP*/CI" - hidréxidos duplos lamelares foi realizada por
coprecipitagdo utilizando Zn?*, Al** e CI em solugcdo aquosa, de acordo com o
método descrito por Constantino e Pinnavaia (1994) e Barbosa (2005). A
caracterizacdo dos Zn?*/AI**/CI" -hidroxidos duplos lamelares foi realizada
utilizando técnicas como espectroscopia no infravermelho, difracdo de raios-X de
baixo angulo, andlises termogravimétricas e calorimétricas, além de microscopia

eletronica de varredura.
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A sintese, caracterizacao e o fornecimento do material foram realizados pela
doutoranda Vanessa Roberta Cunha, orientada pela Profa. Dra. Vera Regina
Leopoldo Constantino (Laboratério de Quimica Inorganica do Instituto de Quimica
da Universidade de Sao Paulo). O composto final apresenta férmula
[ZNn2Al(OH)5]CoH;03.3H20, sendo que para cada 100 g de material 35,5 g € do
acido coumarico. O difratograma de raios X do material Zn,AlCou obtido pelo
método da co-precipitagdo apresenta perfil analogo ao encontrado para a matriz
ZnoAICI na regido acima de 20= 30°, ou seja, visualiza-se a presenca das
reflexdes tipicas da formacao de HDL. Os picos localizados nas regides de baixos
valores de 26 sugerem a intercalacdo dos ions coumarato, onde, dooz igual a 1,72

nm (conforme anexo 1).

3. CARACTERIZACAO ESPECTROFOTOMETRICA DO ACIDO
COUMARICO

Para a determinagcdo do comprimento de onda de absor¢do maxima do acido
coumarico em solucédo de NaCl 0,9% utilizaram-se concentragdes do farmaco que
variaram de 5 a 50 mM. Todos os valores de absorbancia foram obtidos na faixa
de comprimento de onda de 200 a 500 nm.

Os valores de absorbéancia obtidos no comprimento de onda maximo foram
analisados pelo programa Graph Pad Prism 5 (Graph Pad Software, Inc., USA)
para a aplicagdo da Lei de Beer, calculo do € e a obtengédo do coeficiente de

correlacdo (R), segundo a equacao 1 abaixo:

A=¢g.b.c

Equacdo 1: Férmula da lei de Beer. Onde: A= absorbancia ; €= constante de absorvidade molar
para um determinado  composto; b= caminho éptico; c= concentracdo em M.

5. ENSAIOS IN VITRO: LIBERACAO DE ACIDO COUMARICO A
PARTIR DAS NANOPARTICULAS INORGANICAS MG?/AL%*/CI-
HIDROXIDOS DUPLOS LAMELARES
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Para os ensaios de liberacao in vitro foi utilizada uma célula de difusao
vertical do tipo Franz (area de permeacéo de 0,6 cm?) e membranas de acetato de
celulose (poro de exclusdo molecular de 1000 daltons, equivalente a 30 nm), como

modelo de barreira (Figura 9).

IE Compartimento doador
/ e Membrana
Coletor de ¢
amostras Compartimento receptor

Figura 9: llustracdo de uma célula de Franz utilizada para teste de liberacao in vitro.Em laranja
compartimento doador, em amarelo compartimento receptor e em verde membrana que separa
esses compartimentos.

O compartimento doador da célula foi preenchido com 0,5 mL de
suspensao de acido coumarico ou acido coumarico-HDL, na concentracao de 610
UM (equivalente a maior dose terapéutica utilizada nos testes in vivo, 30 mg/kg)
em solucdo de NaCl 0,9 %. Ja o compartimento receptor foi preenchido com uma
solucao 30 % propilenoglicol em fluido intestinal simulado pH 7.5 (Farmacopéia
Brasileira 52 edicao ano 2010)

Em intervalos pré-estabelecidos, aliquotas da solucado receptora foram
retiradas e analisadas por espectrofotometria UV-VIS para a determinagdo da
liberacdo do farmaco. A analise do perfil de liberacdo do farmaco a partir da
suspensao em HDL foi realizada utilizando-se a area sob a curva da porcentagem
de farmaco liberado em funcao do tempo (ASC) e pelo modelo de Higuchi
(Dumortier, 2006), onde a razao de liberacao do farmaco é linear em funcao da
raiz quadrada do tempo e o farmaco é o unico componente que se difunde através

do meio) (equagao 2):
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1
Q: = Kytz

Equacao 2 : Férmula para o modelo de Higuchi . Sendo Q a concentragao de farmaco liberado em
funcdo do tempo, K é a constante de liberacao (coeficiente de difusdo) e t o tempo.

Os dados foram analisados utilizando o programa Origin 8.1 (Microcal™
Software, Inc., Northampton, MA, USA) e expressos em média = desvio padrao
(n=6).

6. ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE: AVALIACAO DA VIABILIDADE
CELULAR

6.1. TESTE DE INCORPORAGCAO DO VERMELHO NEUTRO

Este teste foi realizado conforme preconizado na ISO 10993-5: 2009, o qual
prescreve todas as normas e orientacdes para o cultivo das células de fibroblastos
de camundongos da linhagem 3T3 e o método de citotoxicidade pelo vermelho
neutro.

O vermelho neutro uma molécula organica CisH7CIN4s de massa molar 288,78
g/moL (Figura 10), € um composto altamente soluvel que possui capacidade de
se inserir na maioria das células, acumulando-se nos lisossomas
(ROGERO,2003).

Figura 10: Molécula de Vermelho Neutro (VN)

Quando a membrana celular ou a membrana lisossomal é danificada, o
vermelho neutro é pouco retido pela célula. Dessa forma, por meio da coloracao é

possivel determinar a porcentagem de células que estao viaveis.
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Para a realizacdo do ensaio de vermelho neutro foram adicionados as
cavidades de uma microplaca de cultura (96 cavidades) 100uL das células na
concentragdo de 2,5x10° células/mL e submetidos a incubacdo por 48 horas a
37°C em estufa com 5 % CO,. Decorridas as 48 horas, o meio de cultura foi
substituido por meio contendo acido coumarico livre, ou intercalado em HDL , ou

em HDL livre (composicao molecular [Zn,Al(OH)g]Cl. 4H20), nas concentragcbes

de 0,2; 0,5; 1; 2,5; 5; 7,5; 10 e 12,5 mM, que correspondem a 0,032; 0,08; 0,16;
0,4;0,8;1,2; 1,6; 2 mg/mL.

Apos 24 horas do tratamento das células, os compostos foram retirados e
as células tratadas com 100 pL do VN 50 pg/mL (preparado com 1 dia de
antecedéncia), aguardou-se 3 horas, entdo o VN foi removido e adicionou-se
100uL de solucdo aquosa com 50% etanol e 1% de &acido acético. A placa foi
agitada por 20 minutos e a leitura das absorbancias realizada em 540 nm no
espectrofotdmetro Bio-Tek®ELx800 (Laboratério de Bioensaios e Transdugdo de
Sinal, IB-Unicamp).

7. ENSAIOS FARMACOLOGICOS: AVALIACAO DAS ATIVIDADES
ANALGESICA E ANTIINFLAMATORIA

Durante a realizagdo deste trabalho foram utilizados camundongos albinos
Swiss adultos, machos, com peso variando entre 30-35 g. Os animais,
provenientes do Centro de Bioterismo da Unicamp (CEMIB-Unicamp), foram
submetidos a ciclos claro/escuro de 12 horas, com agua e alimentagao ad libitum,
temperatura ambiente monitorada a 22 = 3°C, alojados coletivamente (n=7/grupo
experimental, 5 animais por gaiola) e aclimatados ao local de experimentacao por
pelo menos 7 dias. Para tanto, os protocolos experimentais foram submetidos a
andlise e aprovados pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA-
UNICAMP) de acordo com os protocolos 2134-1,2135-1 e 2136-1 (anexo 2, 3 e 4

respectivamente).
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Para a realizacdo dos ensaios, 0s grupos experimentais foram organizados

como segue:

- Grupo 1 :Acido Coumarico livre (AC) 10 mg/ kg

- Grupo 2: Acido Coumarico livre (AC) 20 mg/ kg

- Grupo 3: Acido Coumarico livre (AC) 30 mg/ kg

- Grupo 4: Acido Coumarico intercalado em HDL (AC/HDL) 10 mg/ kg
- Grupo 5: Acido Coumarico intercalado em HDL (AC/HDL) 20 mg/ kg
- Grupo 6: Acido Coumarico intercalado em HDL (AC/HDL) 30 mg/ kg
- Grupo 7: Indometacina (Indo) 50 mg/kg (dose comercial)

- Grupo 8: Salina 0,9%

- Grupo 9: Morfina (Morf) 7,5 mg/kg

- Grupo 10: Naloxona (Nalox) 5 mg/kg

- Grupo 11: Cafeina 10 mg/kg

7.1.PERITONITE INDUZIDA POR CARRAGENINA

A andlise do exudato peritoneal permite a contagem do numero de células
inflamatérias apdés exposicdo a um estimulo nocivo. Dessa forma,pode-se
determinar a acdo dos compostos sobre a migracao dessas células inflamatérias
(GRISWOLD, 1987).

Apés 1 hora do tratamento com os farmacos, via oral com o auxilio de uma
canula de gavagem, injetou-se via intraperitoneal, 0,1 ml/10g de solucdo de
carragenina 1 % em solucao de NaCl 0,9 % estéril e aguardou-se 4 horas. Apds
isso, os animais foram sacrificados e a cavidade peritoneal preenchida com 2 mL
de solucédo tampéao PBS 5mM pH 7,4. Recolheu-se todo o exudado e transferiu-se
para um microtubo plastico. Posteriormente, uma aliquota de 20 pL deste
homogenizado foi adicionada a 0,4 mL do liquido de Turck, sob vigorosa agitagao,
para evitar a formacao de aglomerados celulares.
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Para quantificar as células, uma aliquota 10 pL desta amostra foi colocada em
camara de Newbauer e as células foram contadas em microscépio 6ptico (Nikon
Eclipse TS100) no aumento de 10X.

7.2.TESTE DE FORMALINA

O teste de formalina foi realizado para verificar o efeito analgésico-
antiinflamatério de diferentes substancias (DUBUISSON E DENNIS, 1977a) frente
a ativacao de nociceptores. O comportamento de dor foi determinado pelo ato de
‘lamber” a pata inflamada e o tempo desse comportamento foi cronometrado. O

tempo total de analise foi de 30 minutos, conforme a tabela abaixo:

Tabela 3: Efeito observado durante cada tempo de analise do teste de formalina segundo Abbott

(1995)
Tempo (minutos) Efeito
0 Inducao
0-5 Dor neurogénica
5-15 Interfase
15 - 30 Dor inflamatéria

Os animais foram tratados com os compostos testados anteriormente e com a
Morfina 7,5 mg/kg (para verificar a participacdo do sistema opidides no efeito
farmacolégico dos compostos testados) , 1 hora antes da injecao subplantar de 20
UL de solugéo de formalina 1 % na pata direita, apds essa aplicagdo o numero de
lambidas foram computadas para dor neurogénica e dor antiinflamatéria sendo

que na interfase os animais ndo lambem a pata.

Em outro teste foi realizada a associacdo de naloxona 5 mg/kg administrada
por via intraperitoneal 30 minutos antes da injecao subplantar de formalina e 30
minutos apds a administracdo dos compostos a serem testados. Um terceiro teste
foi feito com a associacdo de cafeina 10 mg/kg administrada nas mesmas

condi¢des anteriores.
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A associagao com a naloxona foi realizada para identificar se o acido coumarico
apresentaria acao no sistema opibide, ja que, define-se como opidides qualquer
substancia que tenha o efeito similar a morfina e sdo bloqueados por antagonistas
como a naloxona (FOLEY E INTURRISI, 1987; REISINE, 1996). A cafeina por sua
vez foi utilizada para verificar a participagdo do mecanismo de sinalizagdo via
AMPc (DE MIRANDA, 2001).

7.3. CONTORCOES ABDOMINAIS INDUZIDAS POR ACIDO ACETICO

A realizacdo deste permitiu avaliar o efeito analgésico e antinociceptivo do
acido coumarico livre e intercalado em nanoparticulas inorganicas de HDL, tendo
como principal objetivo a comparagcdo entre o efeito obtido no numero de
contorgdes entre os tratamentos..

Inicialmente, os animais foram tratados por via oral nas doses descritas
anteriormente na secao 7. Apos 1 hora, administrou-se por via intraperitoneal 0,1
mL/10g de acido acético 0,6 %, aguardou-se 5 minutos para iniciar a contagem
das contorcbes (contracdo do musculo abdominal e alongamento dos membros
posteriores conforme método descrito por Collier (1968)). O niumero de contorcdes
foi contabilizado de 5 em 5 minutos até completar o tempo total de 20 minutos.

Os dados experimentais obtidos foram expressos graficamente utilizando a
soma do n® de contorcdes de cada grupo no tempo total de 20 minutos, para tal
utilizou-se o programa Graph Pad Prism 5 (Graph Pad Software, Inc., USA) e a
analise estatistica foi realizada através do método ANOVA com pos teste de
Tukey-Kramer.

7.4. TAIL FLICK TESTE

A realizacdo deste teve como objetivo a avalicdo da nocicepg¢ao, por meio de
um estimulo medular acionado pela termopercepgéao caudal (NESS E GEBHART,
1986; YONATHAN, 2006).
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Inicialmente, os animais foram mantidos em contensores de acrilico e uma
porcdo da cauda (5 cm a partir da base) foi exposta ao calor de uma lampada
projetora (55 £ 1°C) do aparelho de analgesimetro da Onda Cientifica (Figura 11).

Figura 11: Foto do Analgesimetro utilizado para a realizagao do teste de tail flick. A- base do
analgesimetro emitindo a fonte de calor; B- Contensor de acrilico utilizado para imobilizar o animal.

O tempo decorrido entre o contato com o estimulo fisico e o primeiro
movimento de remocao da cauda (fail flick) foi considerado como o tempo de
laténcia, sendo avaliado antes da administracdo dos farmacos (caracterizando a
linha basal ou resposta normal ao estimulo) e durante cada tratamento (D’AMOUR
E SMITH, 1941). Para evitar injuria térmica, foi estabelecido um tempo maximo
(cut off) de 20 segundos para o contato da cauda com o estimulo nocivo. Os
resultados foram expressos em numero de animais com analgesia em funcao do
tempo, duracédo da analgesia e em porcentagem de maximo efeito antinociceptivo
possivel (MPE %), de acordo com a equacgéao 3:

MPE (%) = (Laténcia Teste — Linha basal) / (Cut off — Linha basal) x 100.

Equacao 4: Férmula para a obtengéo do valor em porcentagem do efeito antinociceptivo maximo

possivel (MPE%). Utilizando a linha basal, o tempo de Cut-off e o valor de laténcia do teste.
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8. ANALISE ESTATISTICA

Para a analise dos dados dos testes de contor¢ao, peritonite e formalina
foram realizados testes estatisticos de comparacéo por andlise de variancia de
uma via (One-way ANOVA) com teste posterior de Tukey-Kramer. Para analise
dos dados de cada tempo do teste de tail flick foi utilizado o teste de variancia de
duas vias (Two-way ANOVA) com teste posterior de Bonferroni. O programa
utilizado foi o GraphPad Prisma (Graph Pad Software Inc., versao 5.0,2007)
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IV. RESULTADOS E DISCUSSAO
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1. CARACTERIZACAO ESPECTROFOTOMETRICA DO ACIDO
COUMARICO

Na literatura encontramos uma faixa de absorgéo, para compostos fendlicos
derivados de acido cinamicos estabelecida entre 270 4 360 nm Robbins (2003).
Para a determinacdo do comprimento de onda de maxima absor¢cao do acido p-
coumarico, realizou-se um scan da amostra em diferentes concentragcbes em
solugédo de NaCl 0,9 % (Figura 12).

1.0- AC20MM—
288 nm AC 30 uM —

2 i
0.6 -

n

L

<L
0.4
0.2-
0.0 I T -

200 400 600

Comprimento de onda (nm)

Figura 12: Andlise espectrofotométrica de varredura. Diferentes concentragdes do Acido
Coumarico com méaxima absorgdo em 288nm.

Através dos scans obtidos foi determinado o comprimento de onda maxima
absorcao em 288 nm. Este comprimento foi padronizado para a determinacéao da

curva de calibracao e para o teste de liberagéo in vitro.

Em seguida, com a determinacao da curva de calibragédo (Figura 13), foi
possivel obter o valor da constante de absortividade molar para o acido
coumarico, sendo de 19015 m™.cm, com coeficiente de correlacdo (R?) de 0,99969
(y = -0,00404 + 0,01907).
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A curva de calibracdo aqui obtida (figura 13) foi utilizada durante o trabalho

para determinar as concentracbes de farmaco liberado a partir de cada

formulacéo, bem como para calcular a constante de liberacéo.
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Figura 13: Curva de calibragdo para o acido coumarico. Obtida por espectrofotometria UV-VIS em

diferentes concentragdes (n=6).

1.1. LIBERACAO IN VITRO

O perfil de liberacdo para o acido coumarico livre (AC) e intercalado a

hidréxidos duplos lamelares (AC-HDL) foi determinado pela quantificagdo do AC

presente na solugdo aceptora durante um intervalo de tempo de 8 horas.
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A solucao aceptora utilizada, composta de fosfato de potassio monobasico
e hidréxido de sddio (pH 7,5) foi utilizada com a finalidade de mimetizar o fluido
intestinal, onde essa classe de compostos €, preferencialmente absorvida no
organismo (GARRAIT, 2006).

A figura 14 apresenta o grafico da porcentagem de liberacdo do &acido
coumarico isolado (AC) ou intercalado em HDL (AC-HDL) em fung¢éao do tempo. Os
dados demonstram uma reducao na porcentagem de acido coumarico liberado
quando intercalado ao hidréxido duplo lamelar em relacao ao farmaco livre a partir
de 4 horas de experimentacdo. Esses dados sao confirmados pela diferenga
estatistica observada nos valores de area sob a curva (ASCo.gn) para o AC livre
(560,3 £ 54,6) e AC-HDL (438,9 +47,4), com p < 0,01.
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Figura 14: Perfis de liberacdo do acido coumarico livre (AC) e intercalado a nanoparticulas de
hidroxidos duplos lamelares (AC-HDL). Dados expressos em porcentagem de farmaco liberado em
funcdo do tempo. Dados apresentados como média + SD (n=5).

Os resultados foram, entdo, tratados pelo modelo de Higuchi (Figura 15),
onde a razao de liberacao do farmaco é linear em funcdo da raiz quadrada do
tempo e o farmaco € o uUnico componente que se difunde através do meio

(respondendo a lei de difusao de Fick) (Anderson et al., 2001):
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Q, = Kyt'/?

sendo, Q a concentragdo de farmaco liberado em fungé&o do tempo, K a

constante de liberagéo (coeficiente de difusédo ou fluxo) e t o tempo.

Os valores de fluxo ou constantes de liberacao (Kjp) foram 41,6 £ 1,5 %.h"
2 (R? = 0,99347) e 32,4 + 1,5 %.h"2 (R? = 0,98996) para o AC em solucédo e
intercalado (AC-HDL), respectivamente, mostrando que a liberacdo do AC
intercalado segue o modelo de difusdo de Higuchi, devido a obtencéo do alto valor
de coeficiente relativo, demonstrando assim que o &cido coumarico é liberado da
nanoparticula por meio de troca idnica. Além disso, esses resultados foram
estatisticamente diferentes (p < 0,01), apontando para uma pré-formulacao capaz

de prolongar a liberagao do acido coumarico no local de absorcao.
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Figura 15: Modelo de difusdo de Higuchi. Aplicados aos perfis de liberagdo do AC livre e
intercalado em HDL (AC-HDL).

Um dos principais objetivos da intercalagdo dos farmacos nos hidroxidos
duplos lamelares (HDL) € a liberacdo controlada de seus compostos intercalados
(CUNHA, 2010). Nossos resultados mostram respostas semelhantes aos
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resultados obtidas na literatura para outros farmacos como naproxeno (KHAN,
2001), ibuprofeno (GORDIJO, 2005) e diclofenaco (BONINA, 2008).

1.2. ENSAIOS DE CITOTOXICIDADE: INCORPORACAO DO
VERMELHO NEUTRO

Geralmente, o teste mai utilizado para avaliar a citotoxicidade é o teste de
redugcéo do MTT € um dos ensaios mais utilizados para a determinacéo de células
viadveis apds o tratamento com farmacos e outros compostos bioativos (DENIZOT
E LANG, 1986). As nanoparticulas inorganicas HDL compostas de Zn e Al foram
testadas em 3 linhagens celulares diferentes pelo método de MTT e néao
apresentaram toxicidade nas doses de 0,4 - 50 mM (CHOI, 2007). No entanto,
este teste baseia-se em reagbes 6xido-reducdo que podem sofrer interferéncia
direta do &cido coumdarico, uma vez que este ja apresenta propriedades
antioxidantes descritas em literatura (LEE, 2009).

Embora Song e colaboradores tenham publicado, em 2011, a descricao da
utilizacdo do este de MTT como ferramenta de avaliagcdo de compostos com acao
antioxidante esse teste ndo representa uma avaliacao especifica de citotoxicidade

no caso do acido coumarico.

Os testes de citotoxicidade consistem na averiguacdo do efeito tdéxico de
substancias sobre culturas de células. Neste trabalho, foram utilizados fibroblastos
da linhagem 3T3, comumente descritas na literatura por apresentarem
reprodutibilidade de resultados e um bom desenvolvimento em cultura.

Devido ao objetivo de avaliar o efeito citotoxico da formula¢éo e ndo o seu
efeito antioxidante, optou-se pela utilizacado do teste de incorporagcéo do vermelho
neutro (VN). Essa técnica é baseada na capacidade das células vidveis
incorporarem o VN, um corante catiénico fraco que facilmente penetra membranas
celulares por difusdo e acumula-se nos lisossomas. Assim, quando ocorrem
alteracbes nas membranas celulares, € possivel distinguir células viaveis,

danificadas ou mesmo mortas, sendo estas ultimas a base do ensaio.
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A figura 16 apresenta a porcentagem de células viaveis (incorporaram o
vermelho neutro) nas concentrégées de 0,2 a 12,5 mM de &acido coumarico,
determinadas pelo limite de solubilidade das nanoparticulas de HDL no meio
DMEM.
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Figura 16: Grafico da porcentagem de células vidveis. Resultados extraidos pés-tratamentos com
diferentes concentra¢des de acido coumarico livre e intercalado em HDL, avaliada pelo teste de
incorporagdo do VN. Resultados expressos em média £ SD (n=6).

Os dados obtidos com esse teste demonstraram que em todas as
concentracdes testadas de AC e AC-HDL nao houve reducado significativa da
porcentagem de células viaveis, pois nao foi observada viabilidade celular menor
que 50 % (figura 16).

Testes de citotoxicidade (MTT e hemdlises), realizados pelo nosso grupo,
com acido mefénamico (AINE) intercalado a nanoparticulas inorganicas
demonstraram uma baixa toxicidade celular como o demonstrado neste trabalho
(CUNHA, 2010 ; GUILHERME, 2011).

Para uma concentracdo celular de 2,5 x 10° células/mL uma dose de 2
mg/mL de amostra ndo causa efeito toxico e considerando-se a dose maxima
utilizada nos testes in vivo, de 30 mg/kg a massa de acido coumarico administrada
em cada animal foi de 0,9 mg (para um animal com peso médio de 30 g), esse
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valor esta dentro da faixa testada no teste de viabilidade celular, ndo sendo
citotdxico.

A intencdo desse trabalho foi avaliar inicialmente a toxicidade em linhagens
mais gerais, como em fibroblastos para, posteriormente, avaliar a toxicidade em

células intestinais e hepatdcitos.

2. TESTES FARMACOLOGICOS

Os testes farmacoldgicos avaliam, in vivo, o desempenho do &cido
coumarico livre e intercalado ao HDL (AC e AC-HDL) e compara essas respostas
a indometacina (Indo), um AINE comumente utilizado nesses testes, bem como
estuda a participacdo de mecanismos envolvidos nas respostas farmacolégicas,
especialmente o sistema opidide (controles morfina e naloxona) e a via de

sinalizagdo do AMPc (com a utilizacao de cafeina).

2.1. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA: TESTE DE INDUGCAO DE
PERITONITE

O teste de peritonite permite a contagem das células presentes em um
processo inflamatério (leucdcitos) induzido pela injegéo de carragenina (um agente
algégeno) no exudato pleural (D"AMOUR, 1965).

A figura 17 apresenta os resultados obtidos pds-tratamentos com
indometacina, AC livre e intercalado em HDL (AC/HDL) em diferentes doses. O
tratamento com AC-HDL reduziu significativamente o nimero de leucécitos em
relacdo ao AC livre na dose de 10 mg/kg (p<0,001). Porém, nesta analise, tanto o
AC livre quanto intercalado ndo apresentaram efeito semelhante a indometacina
na dose de 10 mg/kg, uma vez que o tratamento com indometacina apresentou
poténcia cerca de 1,5 vezes maior que o AC, para esse teste. As demais doses
testadas livres e intercaladas assim como a dose de AC-HDL 10 mg/kg,

apresentaram efeito similar a indometacina.
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Figura 17: Nimero de células leucocitarias por mL de liquido pleural pés-tratamentos com AC livre
(AC) ou intercalado em HDL (AC-HDL), nas doses de 10, 20 e 30 mg/kg, comparados a
indometacina (Indo, 50 mg/kg). Sendo a- Indo 50mg/kg vs controle; b- AC 10mg/kg vs Indo
50mg/kg; c- AC 10mg/kg vs AC-HDL 10 mg/kg; d- AC-HDL 10mg/kg vs controle; e- AC 20mg/kg vs
controle; f- AC-HDL 20mg/kg vs controle; g- AC 30mg/kg vs controle; h- AC-HDL 30mg/kg vs
controle . ***p<0,001 (média £ SD, n=7/grupo).

A apresentacado desses dados demonstrou uma similaridade de efeito do
acido p-coumarico com a indometacina. Para esse teste, que avalia a migragéo
celular de leucocitos, a intercalagdo do composto em HDL a n&o afetou seu efeito
nas maiores doses (20 e 30 mg/kg), provavelmente por ndo haver alteracéao direta
do mecanismo de acdo do acido p-coumarico e sim um possivel aumento na
duracado dos efeitos farmacoldgicos, como resultado da liberacdo gradual do
farmaco intercalado, como demonstrado nos resultados do teste de liberagéo in

vitro.

2.2. ATIVIDADE ANALGESICA-ANTIINFLAMATORIA: TESTE DA
FORMALINA

Por meio deste teste foi possivel avaliar a resposta a um estimulo

inflamatério (formalina), sendo observados comportamentos dos animais
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relacionados a inducao de dor neurogénica e de origem inflamatéria (DUBUISSON
e DENNIS, 1977b; ABBOTT , 1995; DE MIRANDA, 2001)

Os dados foram expressos graficamente pelo nimero de manifestagdes de
comportamento de dor que foram contados a partir do tempo 0 até 5 minutos e a

partir de 15 até 30 minutos.

Para a investigagdo dos mecanismos envolvidos nos possiveis efeitos
farmacoldgicos do AC, a formalina foi aplicada com injecao intraplantar para ativar
de forma direta neurbnios nociceptivos. A resposta inicial de 0-5 minutos é
neurogénica (ABBOTT, 1999) e bloqueada apenas pela morfina, resultando em
uma diminuicdo do comportamento de dor (tempo de lambida), como pode ser
visto na figura 18A. Com a administracdo de naloxona, um antagonista de
receptores opidides, a agdo da morfina é bloqueada, revertendo a atividade
analgésica daquele farmaco (figura 18B). Ja a administracdo de cafeina 10 mg/kg
foi utilizada para verificar a participacao do sistema adenosina, sendo os dados

desta associacado expressos na figura 18C.
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Figura 18: Teste de formalina no tempo de 0-5. A- compostos aplicados sem associacdo; B-
compostos associados a naloxona; C- compostos associados a cafeina. Analise estatistica com
significancia de ***p<0,001 (ANOVA) sendo a- indo vs controle; b- Morf vs controle; c- AC vs
controle; d- AC-HDL vs controle; e- Morf vs indo .
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Na etapa inicial do teste (0-5 min), observou-se que a administracdo de
morfina, indometacina e AC livre ou intercalado reduziram o numero de
comportamentos relacionados a dor neurogénica, sendo apenas o efeito da
morfina revertido pela administracdo de naloxona. Esses resultados sugerem que
na etapa inicial do teste ndo ha participagdo de mecanismos opidide e da via
adenosina na indugao dos efeitos farmacolégicos do AC.

Na figura 19, a segunda etapa do teste, tempo de 15-30 minutos, reflete a
dor inflamatéria (ABBOTT, 1999), mostrando também que todos os compostos
apresentaram efeito anti-inflamatério com diferengca estatistica em relacdo ao
controle (p < 0,001). Nessa etapa, o AC apresentou resposta similar a
indometacina, enquanto o composto intercalado induziu efeito mais pronunciado
(p<0,05), indicando que a intercalacdo de AC em HDL potencializou seu efeito

anti-inflamatério local.

Com relacao as vias de inducao da dor, no periodo de 15 a 30 minutos de
teste, observou-se que a administragcdo de naloxona ou cafeina nao foram
capazes de reverter os efeitos farmacoldgicos da indometacina e nem do AC
mostrando que nessa segunda etapa também nado ha participacdo do sistema
opidide e da via adenosina, comprovando que os efeitos anti-inflamatérios do AC
utilizam mecanismos semelhantes aqueles dos AINEs, como a possivel inibicao
da via da ciclooxigenase (LUCERI , 2004; LUCERI, 2007) e que a intercalacédo do
AC em HDL n&o alterou tais mecanismo
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Figura 19: Teste de formalina no tempo de 15-30. A- compostos aplicados sem associagéo; B-
compostos associados a naloxona; C- compostos associados a cafeina. Analise estatistica com
significancia de ***p<0,001; ** p<0,01 e p<0,05 (ANOVA) sendo a- indo vs controle; b- Morf vs
controle; c- AC vs controle; d- AC-HDL vs controle; e- Morf vs indo; f- AC vs AC-HDL.
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2.3. ATIVIDADE ANALGESICA-ANTIINFLAMATORIA: TESTE DE
INDUCAO DE CONTORGCOES ABDOMINAIS

O teste de contorcdo abdominal foi realizado para avaliar o efeito do AC
livre e intercalado em HDL, perante uma inflamacdo aguda, deflagrada pela
injecéo intraperitoneal do &cido acético. Devido ao agente algdégeno, os animais
apresentam contor¢cées que foram contadas de acordo com os controles (solucédo
salina e indometacina) e tratamentos realizados. A figura 20 apresenta o numero
de contor¢bes obtidas para cada grupo testado no tempo total de 20 minutos de

observagéao.
100
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g” %0 T @l AC 20mg/kg
*g T - - AC-HDL 20mg/kg
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Figura 20: Grafico do numero de contor¢des em 20 min de experimento.Onde a- AC-HDL 10
mg/kg vs Indo 50mg/kg; b- AC-HDL 10 mg/kg vs AC 10 mg/kg ¢c- AC-HDL 10 mg/kg vs AC 20
mg/kg; d- AC-HDL 20 mg/kg vs Indo 50mg/kg; e- AC-HDL 20 mg/kg vs AC 20 mg/kg; f- AC-HDL 30
mg/kg vs Indo 50mg/kg ; g- AC-HDL 30 mg/kg vs AC 30 mg/kg. ***p<0,0001 (média + SD,
n=7/grupo).

Os resultados mostraram que o efeito antinociceptivo do AC livre, nas trés
doses utilizadas, foi semelhante aquele observado para o controle com
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indometacina. No entanto, o AC intercalado em HDL apresentou uma reducao
significativa (p < 0,001) no numero de contorcbes quando comparado a
indometacina para todas as doses avaliadas. Além disso, o AC intercalado, na
dose de 10 mg/kg apresentou um efeito analgésico maior (p<0,001) que a
concentragéo de AC livre na dose de 20 mg/kg do AC livre j& a dose de 20 mg/kg

intercalado apresentou efeitos similares ao composto livre na dose de 30 mg/kg.

Dessa forma, com os resultados obtidos neste teste pode-se verificar que a
intercalagdo dos compostos em HDL potencializou o efeito antinociceptivo do AC
livre e , provavelmente, por mecanismos similares aqueles utilizados por farmacos

da classe dos AINEs, como a indometacina.

Dados para modelos in vivo avaliando o efeito anti-inflamatério, sao
escassos na literatura. Bonina (2008), realizavam testes com géis contendo
diclofenaco/HDL com aplicacao tépica em humanos (n=10) para diminuir o eritema
cutaneo, mostrando uma maior eficiéncia do composto intercalado quando
comparado ao diclofenaco livre. Além disso, testes com ibuprofeno e cetoprofeno
intercalados também foram realizados com intuito de demonstrar uma reducéo nos
efeitos adversos ao trato gastrointestinal, frequentemente observados apds o
tratamento prolongado com os farmacos nao-intercalados (DEL, 2004b; SILION,
2010).

2.4. ATIVIDADE ANALGESICA: TESTE TAIL FLICK

O teste de tail flick mostra a resposta referente ao efeito analgésico dos
compostos testados, os dados estdo representados na forma de gréaficos
separados de acordo com a dose e todas as doses foram comparadas ao controle
indometacina (50 mg/kg), conforme a figura 21.
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Figura 21: Curvas de maximo efeito percentual (MEP%) versus tempo em minutos obtidas pés-
tratamento com AC livre ou AC-HDL, nas doses de 10 mg/kg (A), 20 mg/kg (B) e 30 mg/kg (C), no
teste tail flick sendo a- Indo vs AC; b- Indo vs AC-HDL; ¢c- AC vs AC-HDL *p<0,05 **p<0,001

***p<0,0001 Two-Way ANOVA (Média = SEM, n=7/grupo).
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Para melhor apresentacao dos dados foram realizados calculos de area sob
a curva ( ASCy.240), € do tempo de recuperagao (Trec) em minutos extraidos dos
gréaficos representados na figura 21, além disso os dados passaram por analises
estatisticas e estdo representados na tabela 3.
Tabela 4: Area sob a curva (ASC) e tempo de duracdo da analgesia (Trec). Obtidos para as curvas
de efeito versus tempo apos o teste tail flick a- AC 10mg/kg vs indo; b- AC-HDL 10mg/kg vs indo; c-
AC 10mg/kg vs AC-HDL 10 mg/kg; d- AC-HDL 20mg/kg vs indo; e- AC 20mg/kg vs AC-HDL

20mg/kg; f- AC 30mg/kg vs Indo; g- Indo vs AC-HDL 30mg/kg; h- AC 30 mg/kg vs AC-HDL 30
mg’kg sendo: *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 (Média (minimo. e maximos n=7/grupo).

ASCo-240 Trec (min)
Indo 106,0 (92,0 - 114,5)%¢ 120 (90 - 130)49 ™"
AC 10 mg/kg 53,5 (33,5-54,5)%" 50 (40 - 60)
AC-HDL10 mg/kg | 74,5 (52,5 - 84,0)° " 70 (60 - 80)>°"
AC 20 mg/kg 111,0 (97,0 - 117,00¢” 110(100 - 120)*™
AC-HDL 20 mg/kg 194,0 (190,0 - 201,0) 190 (190 - 210)
AC 30 mg/kg 142,5 (110,0 - 146,00 130 (120 - 140)""
AC-HDL 30 mg/kg 220,0 (210,5 - 242,0) 220 (210 - 230)

Os dados apresentados na tabela 3 e na figura 283 mostram o efeito
analgésico do AC livre e intercalado (AC-HDL). Os resultados mostram que tanto
o AC livre quanto intercalado, nas doses de 20 e 30 mg/kg, induziram intensidade
e duracao do efeito analgésico significativamente maiores (p < 0,001), em relacéao
a indometacina. Além disso, observou-se que a intercalacdo de AC em HDL
também aumentou a intensidade da analgesia, bem como prolongou o tempo de

duragédo da mesma cerca de 1,7 vezes mais que o AC livre (p < 0,001).

Os experimento farmacolégicos, demonstram uma melhora na atividade do
composto bioativo intercalado em comparacéao a sua forma livre. Tendo em vista
que para que um composto bioativo tenha a sua acdo esperada, ele necessita
chegar a circulagédo sistémica e, entao, ser direcionado as células alvo. Para isso,
um composto administrado via oral (via de administracdo do composto bioativo
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estudado nesse trabalho) deve ser absorvido no estdmago ou no intestino, o
quanto deste composto estara disponivel para executar a sua acao antes de ser
metabolizado, € chamado de biodisponibilidade.

A biodisponibilidade pode ser influenciada pelo tempo de transito do trato
gastrintestinal, esvaziamento gatrico, biotransformagdo do composto, grau de
conjugacao, interacdo com proteinas na circulacdo sanguinea e tecidos, bem
como da composicdo da microflora intestinal e do perfil genético do individuo
(fatores enddgenos).

Compostos fendlicos apresentam uma baixa absorcao no estémago, pois
sua maior absorcdo € realizada no intestino onde ha a presenca dos
transportadores para compostos carboxilicos (MCT). No entanto, a parcela que
nao € absorvida sofrera acao da microflora bacteriana presente no colén, onde, a
primeira reacao de biotransformacao do acido p-coumarico é uma hidrogenacao e
uma hidroxilacdo formando o composto 3,4-di-hidroxifenilpropidnico que,
posteriormente sera submetido a uma desidroxilacdo formando o composto 4-
hidroxifenilpropiénico. Esse ultimo, por sua vez, é absorvido e, apds sofrer [3-
oxidacao, nos tecidos sera originado o acido hidroxi-benzéico que finalmente sera
conjugado com a glicina formando o acido hidroxi-hipurico e excretado pela urina
(OLIVEIRA,2011) .

Considerando-se os resultados obtidos, percebemos uma maior eficiéncia
do composto intercalado em comparagdo ao composto livre. Este fato
provavelmente se d4 em decorréncia de um aumento na biodisponibilidade do ac.
p- coumarico para a circulagdo sistémica e para as células-alvo sem sofrer
biotransformacgédo pelas bactérias do colon, sugerindo que as nanoparticulas de
hidréxidos duplos lamelares exercem uma barreira protetora ao composto e
conforme o Aacido p-coumarico vai sendo liberado desta matriz vai sendo
transportado para a circulacao.

Os ensaios in vivo aqui realizados demonstram que o sistema AC-HDL nao
apresenta atividade farmacolégica dose-independente, pois os dados apontam
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para uma acdo no bloqueio da COX, decorrente da quantidade de enzima
presente no local de acao, existindo portanto uma dose de saturacado para essas
enzimas e, com isso, uma administracdo maior de composto nao ira alterar o
padréao desta resposta. Por fim, o aumento da biodisponibilidade observado
ressalta a possibilidade de administragédo de menores doses de acido coumarico e
possivel reducao dos efeitos adversos, caracterizando um sistema de liberacao
modificada.
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V. CONCLUSAO



Os resultados obtidos mostraram a liberacdo mais lenta do acido coumarico
quando intercalado em hidréxidos duplos lamelares, bem como a baixa toxicidade

do sistema preparado.

Com a avaliacdo farmacoldgica, foi possivel demonstrar que o0s
mecanismos utilizados pelo AC para exercer suas atividades anti-inflamatéria e
analgésica sdo semelhantes aos da indometacina (um AINE de uso comercial).
Além disso, observou-se que a intercalacdo de AC em HDL potencializou a

intensidade e aumentou a duragédo da analgesia, relagdo ao AC livre.

Os resultados aqui obtidos apontam para um sistema de liberagao,
contendo nanoparticulas inorganicas que, embora pouco descritas na literatura,
apresentou cinética de liberacdo lenta, baixa toxicidade e maior eficacia

farmacolégica que o farmaco n&o intercalado.

59



VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

60



ABBOTT, F. V.; FRANKLIN, K. B.; WESTBROOK, R. F. The formalin test: scoring
properties of the first and second phases of the pain response in rats. Pain,
v. 60, 91-102, 1995.

ABBOTT, F. V.; OCVIRK, R.; NAJAFEE, R.; FRANKLIN, K. B. Improving the
efficiency of the formalin test. Pain,v. 83, 561-569, 1999.

AGUZZI, C.; CEREZO, P.; VISERAS, C.; CARAMELLA, C. Use of clays as drug
delivery systems: Possibilities and limitations. Applied Clay Science v. 36,
22-36, 2007.

ALAFEEFY, A Synthesis, analgesic and anti inflammatory activities of some new
fenamate analogues. Arzneimittelforschung. Vol 58, 457-63,2008.

ALMASIRAD, A., TAJIK, M., BAKHTIARI, D., SHAFIEE, A., ABDOLLAHI, M.,
ZAMANI, M., KHORASANI, R. & ESMAILY, H. Synthesis and analgesic
activity of N-Arylhydrazone derivatives of mefenamic acid.J Pharm Pharm
Sci.Vol 8, 419-25,2005.

AMBROGI, V., FARDELLA, G., GRANDOLINI, G., NOCCHETTI, M. & PERIOLI, L.
Effect of hydrotalcite-like compounds on the aqueous solubility of some
poorly water-soluble drugs. J Pharm Sci 92, 1407-18, 2003.

AN, S. M., KOH, J. S. E BOO, Y. C. p-coumaric acid not only inhibits human
tyrosinase activity in vitro but also melanogenesis in cells exposed to
UVB.Phytother Res. Vol. 24, 1175-80,2010.

AN, S. M., LEE, S. I., CHOI, S. W., MOON, S. W. & BOOQ, Y. C.. p-Coumaric acid, a
constituent of Sasa quelpaertensis Nakai, inhibits cellular melanogenesis
stimulated by alpha-melanocyte stimulating hormone.Br J Dermatol.
Vol.159, 292 - 299, 2008.

ANDREASEN, M. F., KROON, P. A., WILLIAMSON, G. & GARCIA-CONESA, M. T.
Esterase activity able to hydrolyze dietary antioxidant hydroxycinnamates is
distributed along the intestine of mammals. J Agric Food Chem. Vol.49,
5679-5684, 2001.

ANDERSON, B. C.; PANDIT, N. K.; MALLAPRAGADA, S. K. Understanding drug
release from poly(ethylene oxide)-b-poly(propylene oxide)-b-poly(ethylene
oxide) gels. Journal of Controlled Release. Vol. 70, n. 1-2, p. 157-167,
2001.

61



ANGELO, P. M.; JORGE, N. Compostos fendlicos em alimentos- uma breve
revisdao.Rev. Inst. Adolfo Lutz. Vol. 66, n. 1,232-240, 2007.

ANTHONY, J. P., FYFE, L., STEWART, D. & MCDOUGALL, G. J. Differential
effectiveness of berry polyphenols as anti-giardial agents. Parasitology
Vol.138, 1110-1116, 2011.

AY, A., ZUMREOGLU-KARAN, B., TEMEL, A. & RIVES, V. (2009). Bioinorganic
magnetic core-shell nanocomposites carrying antiarthritic agents:
intercalation of ibuprofen and glucuronic acid into Mg-Al-layered double
hydroxides supported on magnesium ferrite. Inorg Chem. Vol. 48, 8871-
8877, 2009.

BARBATO, F., LA ROTONDA, M. & QUAGLIA, F. Interactions of nonsteroidal
antiinflammatory drugs with  phospholipids: comparison between
octanol/buffer partition coefficients and chromatographic indexes on
immobilized artificial membranes. J Pharm Sci. Vol. 86, 225-229, 1997.

BIN HUSSEIN, M. & LONG, C. Synthesis of organo-mineral nanohybrid material:
indole-2-carboxylate in the lamella of Zn-Al-layered double hydroxide.
Materials Chemistry and Physics. Vol. 1 427-431,2004

BONINA, F., GIANNOSSI, M., MEDICI, L., PUGLIA, C., SUMMA, V. & TATEO, F.
Diclofenac-hydrotalcite: In vitro and in vivo release experiments. Applied
Clay Science. Vol. 1, 165-171, 2008

BOTTING, R. Cyclooxygenase: Past, present and future. A tribute to John R. Vane
(1927-2004). J. Thermal Biol.Vol.1 208-219, 2006

BRESOLIN T.A.B., CHENCHINEL FILHO,V. Farmacos e Medicamentos: uma
abordagem multidiciplinar.Santos:Santos,2010. 436p.

BREWSTER, M., NOPPE, M., PEETERS, J. & LOFTSSON, T. Effect of the
unstirred water layer on permeability enhancement by hydrophilic
cyclodextrins.INT. J. PHARM. Vol. 1, 250-253,2007

CALICH, V. & VAZ, C. Imunologia. Rio de Janeiro: Revinter, 2 ed., 543 p.,2001.

CAMARGO, C. A., DA SILVA, M. E., DA SILVA, R. A,, JUSTO, G. Z., GOMES-
MARCONDES, M. C. & AOYAMA, H. Inhibition of tumor growth by quercetin
with increase of survival and prevention of cachexia in Walker 256 tumor-
bearing rats.Biochem Biophys Res Commun. Vol. 406, 638-642,2011.

CAMARGO, C. A., GOMES-MARCONDES, M. C., WUTZKI, N. C. & AOYAMA, H.
Naringin inhibits tumor growth and reduces interleukin-6 and tumor necrosis
factor a levels in rats with Walker 256 carcinosarcoma. Anticancer Res.
Vol. 32, 129-133,2012

62



CAVALCANTI, I. L., GOZZANI, J. L., SAMPAIO FILHO, A. A., ALVES NETO, O. &
GARCIA, J. B. S. Dor Pés-Operatéria Sociedade Brasileira de
Anestesiologia.Rio de Janeiro: SBA, ,2004, 425p.

CEREDA, C. M., BRUNETTO, G. B., DE ARAUJO, D. R. & DE PAULA, E.
Liposomal formulations of prilocaine, lidocaine and mepivacaine prolong
analgesic duration. Can J Anaesth. Vol.53, 1092-1097,2006.

CHANDRASEKHARAN, N., DAI, H., ROOS, K., EVANSON, N., TOMSIK, J.,
ELTON, T. & SIMMONS, D. COX-3, a cyclooxygenase-1 variant inhibited by
acetaminophen and other analgesic/antipyretic drugs: Cloning, structure,
and expression. Prod. Nat. Acad. Scinc. USA,Vol.67, 13926-13931,2002

CHEN, H. J., SHIH, C. K., HSU, H. Y. & CHIANG, W. Mast cell-dependent allergic
responses are inhibited by ethanolic extract of adlay .J Agric Food Chem.
Vol 58, 2596-601,2010.

CHOI,S.J.; OH, J.M.; Park,T.; Choy J.H. Cellular Toxicity of inorganic Hydroxide
Nanoparticles. J. Nanosc. Nanotec.Vol. 7,4017-4020,2007.

CUNHA, V., FERREIRA, A., CONSTANTINO, V., TRONTO, J. & VALIM, J. Layered
double hydroxides: inorganic nanoparticles for storage and release of
species of biological and therapeutic interest. Quimica Nova, Vol.33, n.1,
159-171,2010

CUNHA, V. R. R., CONSTANTINO, V. R. L. & ANDO, R. A. Raman spectroscopy
and DFT calculations of para-coumaric acid and its deprotonated
species.Vibrat. Spect. Vol. 58, 139-145,2012

DAS, S., MANDAL, A. K., GHOSH, A., PANDA, S., DAS, N. & SARKAR, S.
Nanoparticulated quercetin in combating age related cerebral oxidative
injury. Curr Aging Sci. Vol. 1, 169-74, 2008.

DE ARAUJO, D. R., PADULA, C., CEREDA, C. M., TOFOLI, G. R., BRITO, R. B,,
DE PAULA, E., NICOLI, S. & SANTI, P. Bioadhesive films containing
benzocaine: correlation between in vitro permeation and in vivo local
anesthetic effect. Pharm Res. Vol. 27, 1677-86,2010

DE MIRANDA, F., VILAR, J., ALVES, |., CAVALCANTI, S. & ANTONIOLLI, A.
Antinociceptive and antiedematogenic properties and acute toxicity of
Tabebuia avellanedae Lor. ex Griseb. inner bark aqueous extract. BMC
Pharmacol. Vol.1, 6-12, 2001.

DE, P., BALTAS, M., LAMORAL-THEYS, D., BRUYERE, C., KISS, R., BEDOS-
BELVAL, F. & SAFFON, N. Synthesis and anticancer activity evaluation of
2(4-alkoxyphenyl)cyclopropyl hydrazides and triazolo phthalazines. Bioorg
Med Chem. Vol. 18, 2537-2548, 2010.

63



DEL ARCO, M., CEBADERA, E., GUTIERREZ, S., MARTIN, C., MONTERO, M.,
RIVES, V., ROCHA, J. e SEVILLA, M. Mg,Al layered double hydroxides with
intercalated indomethacin: synthesis, characterization, and pharmacological
study. J Pharm Sci. Vol, 93, 1649-1658, 2004

DEL ARCO, M., FERN ANDEZ, A., MARTIN, C., SAYALERO, M. L. & RIVES, V.
Solubility and release of fenamates intercalated in layered double
hydroxides.Clay Minerals. Vol. 43, 255-265,2008

DEL ARCO, M., FERNANDEZ, A., MARTIN, C. & RIVES, V. Intercalation of
mefenamic and meclofenamic acid anions in hydrotalcite-like matrixes.
Applied Clay Science. Vol. 33, n 1-3, 133-140,2007.

DEL ARCO, M., FERNANDEZ, A., MARTIN, C. & RIVES, V. Release studies of
different NSAIDs encapsulated in Mg,Al,Fe-hydrotalcites. Applied Clay
Science. Vol. 42, n.3-4, 538-544,2009

DUBUISSON, D. & DENNIS, S. The formalin test: a quantitative study of the
analgesic effects of morphine, meperidine, and brain stem stimulation in rats
and cats. Pain. Vol. 4, 161-74,1977

DUNDER, R. J. Avaliacao da atividade analgesica e antinflamatéria da fracao
hexamica Agave Sisalana.Campinas, SP.: Unicamp,2009

D’AMOUR, F., BLOOD, F. & BELDEN, J. Manual for laboratory work in
Mammalian Physiology. Chicago: Chicago press, 1965

FOLEY, K. M. & INTURRISI, C. E. Analgesic drug therapy in cancer pain: principles
and practice.Med Clin North Am. Vol. 71, 207-32,1987

FOLWARCZNA, J., ZYCH, M., BURCZYK, J., TRZECIAK, H. & TRZECIAK, H. 1.
Effects of natural phenolic acids on the skeletal system of ovariectomized
rats. Planta Med. Vol. 75, 1567-1572,2009

GAO, S. & HU, M. Bioavailability Challenges Associated with Development of Anti-
Cancer Phenolics. Mini Rev Med Chem.Vol. 10, n.6, 550-567,2010

GARRAIT, G., JARRIGE, J. F., BLANQUET, S., BEYSSAC, E., CARDOT, J. M. &
ALRIC, M. Gastrointestinal absorption and urinary excretion of trans-
cinnamic and p-coumaric acids in rats. J Agric Food Chem 54, 2944-50,
2006

GAUTAM, R. & JACHAK, S. M. Recent developments in anti-inflammatory natural
products. Med Res Rev. Vol. 29, 767-820,2009

64



GOLDSBY, R. A. & ET.AL. Immunology. Inglaterra: W.H. Freeman abd Company,
2ed., 2003, 765p.

GORDIJO, C., BARBOSA, C., DA COSTA FERREIRA, A., CONSTANTINO, V. &
DE OLIVEIRA SILVA, D. Immobilization of ibuprofen and copper-ibuprofen
drugs on layered double hydroxides. J Pharm Sci. Vol.94, 1135-1148,
2005.

GRISWOLD, D., MARSHALL, P., WEBB, E., GODFREY, R., NEWTON, J.,
DIMARTINO, M., SARAU, H., GLEASON, J., POSTE, G. & HANNA, N. Sk+f-
86002 - a structurally novel antiinflammatory agent that inhibits
lipoxygenase-mediated and cyclooxygenase-mediated metabolism of
arachidonic-acid. Biochemical Pharmacology, Vol. 7, 3463-3470,1987

GUGLIELMI, F., LUCERI, C., GIOVANNELLI, L., DOLARA, P. & LODOVICI, M.
Effect of 4-coumaric and 3,4-dihydroxybenzoic acid on oxidative DNA
damage in rat colonic mucosa. Br J Nutr. Vol. 89, 581-587,2003

GUHAGARKAR, S., MALSHE, V. & DEVARAJAN, P. Nanoparticles of
Polyethylene Sebacate: A New Biodegradable Polymer. AAPS
PHARMSCITECH. Vol. 10, n.3, 935-942,2009

HALESTRAP, A. P. The monocarboxylate transporter family--Structure and
functional characterization. IUBMB Life. Vol. 64, 1-9,2012

HALESTRAP, A. P. & MEREDITH, D. The SLC16 gene family-from
monocarboxylate transporters (MCTs) to aromatic amino acid transporters
and beyond.Pflugers Arch. Vol. 447, 619-28,2004

HARRIS R.C., BREYER M.D. Updates on cyclooxigenase-2 inhibitors. Clin. J. Am.
Soc. Nephrol. Vol. 1, 236-245, 2006.

HUDSON, E. A., DINH, P. A, KOKUBUN, T., SIMMONDS, M. S. & GESCHER, A.
Characterization of potentially chemopreventive phenols in extracts of brown
rice that inhibit the growth of human breast and colon cancer cells. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev. Vol.9, 1163-1170,2000

TRONTO, J. Sintese e caracterizacao e estudo das propriedades de
hidréoxidos duplos lamelares intercalados com polimeros condutores.
Sao Paulo,SP. Universidade de Sao Paulo (USP),2006

JANICKE, B., HEGARDT, C., KROGH, M., ONNING, G., AKESSON, B,
CIRENAJWIS, H. M. & OREDSSON, S. M. The antiproliferative effect of
dietary fiber phenolic compounds ferulic acid and p-coumaric acid on the
cell cycle of Caco-2 cells. Nutr Cancer Vol.63, 611-22,2011

65



JANICKE, B., ONNING, G. & OREDSSON, S. M. Differential effects of ferulic acid
and p-coumaric acid on S phase distribution and length of S phase in the
human colonic cell line Caco-2. J Agric Food Chem Vol. 53, 6658-65,
2005.

KHAN, A., LEI, L., NORQUIST, A. & O'HARE, D. Intercalation and controlled
release of pharmaceutically active compounds from a layered double
hydroxide.Chem Commun (Camb), 2342-2343,2001.

KING, T. C. Patologia. Rio de Janeiro: Elsevier,2007,440p.

KINI, R. M. & EVANS, H. J.. The role of enzymatic activity in inhibition of the
extrinsic tenase complex by phospholipase A2 isoenzymes from Naja
nigricollis venom.Toxicon. Vol. 33, 1585-1590,1995.

KOBAYASHI, S. & KONISHI, Y. Transepithelial transport of flavanone in intestinal
Caco-2 cell monolayers. Biochem Biophys Res Commun. Vol. 368, 23-
29,2008

KONISHI, Y., KOBAYASHI, S. & SHIMIZU, M. Transepithelial transport of p-
coumaric acid and gallic acid in Caco-2 cell monolayers. Biosci Biotechnol
Biochem. Vol. 67, 2317-2324,2003

KUMMER,C.L. E COELHO, T.C.R.B. Antiinflamatoérios n&o esteroides inibidores
da ciclooxigenase-2 (COX-2): Aspectos atuais. Rev. Bras. Anestiol. Vol. 52, n.4,
498-512, 2002.

LEE, S. J., MUN, G. I, AN, S. M. & BOO, Y. C. Evidence for the association of
peroxidases with the antioxidant effect of p-coumaric acid in endothelial
cells exposed to high glucose plus arachidonic acid. BMB Rep. Vol. 42, 561-
567,2009.

NELSON, D. N.; COX M.M. Lehninger principios de bioquimica.Sao Paulo:
Savier, 4%ed, 2006,1202p.

LEONARDUZZI, G., TESTA, G., SOTTERO, B., GAMBA, P. & POLI, G. Design and
development of nanovehicle-based delivery systems for preventive or
therapeutic supplementation with flavonoids.Curr Med Chem. Vol. 17, 74-
95, 2010.

LI, B., HE, J., EVANS, D. & DUAN, X. Enteric-coated layered double hydroxides as
a controlled release drug delivery system.Int J Pharm. Vol. 287, 89-
95,2004.

LI, S. Influence of temperature on the formation of Tyr/LDH nanohybrids. ACTA
CHIMICA SINICA. Vol. 64 , n. 23, 2301-2304,2006

66



LI, Y., LIU, D., Al, H., CHANG, Q., XIA, Y., LIU, S., PENG, N., XI, Z. & YANG, X.
Biological evaluation of layered double hydroxides as efficient drug vehicles.
Nanotechnology. Vol. 21,n. 10, 1-13,2010.

LIMA, Flavia Oliveira. Envolvimento dos receptores periféricos de adenosina
na hipernocicepcao inflamatéria.2008. 100p. Dissertagdo (Mestrado em
Farmacologia) - Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal de
Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2008.

LODOVICI, M., CALDINI, S., MORBIDELLI, L., AKPAN, V., ZICHE, M. & DOLARA,
P. Protective effect of 4-coumaric acid from UVB ray damage in the rabbit
eye.Toxicology. Vol. 255, 1-5,2009.

LOFTSSON, T. & DUCHENE, D.Cyclodextrins and their pharmaceutical
applications. Int J Pharm. Vol. 329, 1-11,2007.

LUCERI, C., GIANNINI, L., LODOVICI, M., ANTONUCCI, E., ABBATE, R., MASINI,
E. & DOLARA, P. p-Coumaric acid, a common dietary phenol, inhibits
platelet activity in vitro and in vivo. Br J Nutr. Vol. 97, 458-63, 2007.

LUCERI, C., GUGLIELMI, F., LODOVICI, M., GIANNINI, L., MESSERINI, L. &
DOLARA, P. Plant phenolic 4-coumaric acid protects against intestinal
inflammation in rats. Scand J Gastroenterol. Vol. 39, 1128-33, 2004.

MADA, S., METUKURI, M., BURUGULA, L., REDDANNA, P. & KRISHNA, D.
Antiinflammatory and antinociceptive activities of gossypin and
procumbentin--cyclooxygenase-2 (COX-2) inhibition studies. Phytother
Res. Vol. 23, 878-84,2009

MAHUGO SANTANA, C., SOSA FERRERA, Z., ESTHER TORRES PADRON, M. &
JUAN SANTANA RODRIGUEZ, J. Methodologies for the extraction of
phenolic compounds from environmental samples: new approaches.
Molecules Vol. 14, 298-320,2009.

MANACH, C., SCALBERT, A., MORAND, C., REMESY, C. & JIMENEZ, L.
Polyphenols: food sources and bioavailability.Am J Clin Nutr. Vol.79, 727-
47,2004.

MAPHOSA, V., MASIKA, P. J. & MOYO, B. Investigation of the anti-inflammatory
and antinociceptive activities of Elephantorrhiza elephantina (Burch.) Skeels
root extract in male rats. African Journal of Biotechnology Vol. 8, 7068-
7072,2009.

MCCULLOCH, C. A., DOWNEY, G. P. & EL-GABALAWY, H. Signalling platforms

that modulate the inflammatory response: new targets for drug
development. Nat Rev Drug Discov. Vol. 5, 864-76, 2006.

67



MURAKAMI, A. & OHIGASHI, H. Targeting NOX, INOS and COX-2 in inflammatory
cells: Chemoprevention using food phytochemicals. Internat. J. Cancer.
Vol. 121, n. 11 2357-2363, 2007.

MURPHY, K. Imunobiologia.Poto alegre: Artmed, 7 ed.,2010, 908p.

NAGAI, H. Prostaglandin as a target molecule for pharmacotherapy of allergic
inflammatory diseases. Allergol Int. Vol. 57, 187-96,2008

NESS, T. J. & GEBHART, G. F. Centrifugal modulation of the rat tail flick reflex
evoked by graded noxious heating of the tail. Brain Res. Vol. 386, 41-52,
1986.

NEUDORFFER, A., BONNEFONT-ROUSSELOT, D., LEGRAND, A., FLEURY, M.
B. & LARGERON, M. 4-hydroxycinnamic ethyl ester derivatives and related
dehydrodimers: Relationship between oxidation potential and protective
effects against oxidation of low-density lipoproteins. J Agric Food Chem.
Vol. 52, 2084-2091,2004.

NEWMAN, D. J. & CRAGG, G. M. Natural products as sources of new drugs over
the 30 years from 1981 to 2010. J Nat Prod. Vol. 75, 311-35,2012.

NI, Z., XING, F., WANG, P. & CAO, G. Synthesis, characterization and release of
curcumin-intercalated Mg-Al-layered double hydroxides (Retracted article.
See vol. 47, pg. 469, 2010). Apply. Clay Sci.,Vol. 40, n.1-4, 72-80,2008

OLIVEIRA, C. Z. Caracterizacao funcional e estrutural de inibidores de
fosfolipase A;isoladas do plasma de serpentes Bothrops jararacussu.
Ribeirdao Preto, SP.: Faculdade de Ciéncias Farmaceuticas de Ribeirao
Preto, 2009

OIVEIRA, D. M., BASTOS D.H.M. Biodisponibilidade de acidos fendlicos. Quim.
Nova Vol. 34, n. 6, 1051-56,2011

OLSSON, Y. Microenvironment of the peripheral nervous system under normal and
pathological conditions. Crit Rev Neurobiol. Vol. 5, 265-311,1990.

PARVEEN, Z., DENG, Y., SAEED, M., DAIl, R.,, AHAMAD, W. & YU, Y.
Antiinflammatory and analgesic activities of thesium chinense turcz extracts
and its major flavonoids, kaempferol and kaempferol-3-O-glucoside.Yaku.
Zasshi-Journal Pharm. Society Japan. Vol. 127, n. 8, 1275-1279,2007

RANG, H., DALE, M. & RITTER, J. Farmacologia. Rio de Janeiro, Elsevier, 5%ed.,
2003, 901.

68



REISINE, T., LAW, S. F., BLAKE, A. & TALLENT, M. Molecular mechanisms of
opiate receptor coupling to G proteins and effector systems. Ann. NY.
Acad. Sci. Vol. 780, 168-75,1996.

SANVICENS, N. & MARCO, M. Multifunctional nanoparticles - properties and
prospects for their use in human medicine. Trends in biotech. Vol. 26, n.8
425-433, 2008.

SAKURAI M., OISHI K., WATANABE K. Localization of cyclooxigenase-1 and -2,
and prostaglandin F synthase in human kidney and renal cell carcinoma.
Vol. 338, 82-86, 2005.

SCHNITZLER, P., NEUNER, A., NOLKEMPER, S., ZUNDEL, C., NOWACK, H.,
SENSCH, K. H. & REICHLING, J. (2010). Antiviral activity and mode of
action of propolis extracts and selected compounds. Phytother Res. Vol.
24,n. 1, 20-28,2010.

SEO, Y. K, KIM, S. J., BOO, Y. C., BAEK, J. H., LEE, S. H. & KOH, J. S. Effects of
p-coumaric acid on erythema and pigmentation of human skin exposed to
ultraviolet radiation. Clin Exp Dermatol Vol. 36, 260-266, 2011.

SHI, Y., Dal, J., Liu, H., LI, R., SUN, P., Du, Q., PANG, L., CHEN, Z. & YIN, K. (2009).
Naringenin inhibits allergen-induced airway inflammation and airway
responsiveness and inhibits NF-kappa B activity in a murine model of
asthma. Can. J. Physiol. Pharmacol. Vol. 87, n. 9, 729-735, 2009.

SILION, M., HRITCU, D., JABA, I. M., TAMBA, B., IONESCU, D., MUNGIU, O. C. &
POPA, I. M. In vitro and in vivo behavior of ketoprofen intercalated into
layered double hydroxides. J Mater Sci Mater Med. Vol. 21, 3009-3018,
2010.

SIMOES, C. M. O., SCHENKEL, E. P., GOSMANN, G., DE MELLO, J. C. P.,
MENTZ, L. A. & PETROVICK, P. R. Farmacognosia: da planta ao
medicamento. Florianépolis: UFRGS, 2007.

SMITH, R. J. Therapies for rheumatoid arthritis: hope springs eternal. Drug Discov
Today Vol.10, 1598-1606,2005

SOARES, S. E. Acidos fenélicos como antioxidantes.Rev. Nutr. p. 71-81,2002.
SONG, K., AN, S. M., KIM, M., KOH, J. S. & BOO, Y. C. Comparison of the
antimelanogenic effects of p-coumaric acid and its methyl ester and their

skin permeabilities. J Dermatol Sci. Vol. 63, 17-22,2011.

STEIN, C., HASSAN, A. H., PRZEWLOCKI, R., GRAMSCH, C., PETER, K. &
HERZ, A. Opioids from immunocytes interact with receptors on sensory

69



nerves to inhibit nociception in inflammation. Proc Natl Acad Sci USA Vol.
87, 5935-5939,1990.

STEIN, C., MILLAN, M. J., SHIPPENBERG, T. S., PETER, K. & HERZ, A.
Peripheral opioid receptors mediating antinociception in inflammation.
Evidence for involvement of mu, delta and kappa receptors. J Pharmacol
Exp Ther. Vol. 248, 1269-1275,1989

STITES D.P., T. A. I, PARSLOW T.G. Imunologia médica. Rio de Janeiro,
Guanabara Koogan, 2007, 245p.

TAMMARO, L., COSTANTINO, U., BOLOGNESE, A., SAMMARTINO, G,
MARENZI, G., CALIGNANO, A., TETE, S., MASTRANGELO, F.,
CALIFANO, L. & VITTORIA, V. Nanohybrids for controlled antibiotic release
in topical applications. Int J Antimicrob Agents Vol. 29, 417-23, 2007.

TEIXEIRA-NETO, A., SHIGUIHARA, A., IZUMI, C., BIZETO, M., LEROUX, F.,
TEMPERINI, M. & CONSTANTINO, V. A hybrid material assembled by
anthocyanins from acai fruit intercalated between niobium lamellar oxide.
Dalton Trans, Vol.21, 4136-4145,.2009

TRONTO, J. Sintese e caracterizacao e estudo das propriedades de
hidréxidos duplos lamelares intercalados com polimeros condutores.
Sao Paulo,SP.: Universidade de Sao Paulo (USP),2006.

TSAL Y., LEE, K., HUANG, Y., HUANG, C. & WU, P. In vitro permeation and in vivo
whitening effect of topical hesperetin microemulsion delivery system. Int.. J.
Pharm. Vol. 388, n. 1-2, 257-262,2010

VANE, J. R. Inhibition of prostaglandin synthesis as a mechanism of action for
aspirin-like drugs. Nat New Biol. Vol. 231, 232-235,1971.

VANE, S. J. Differential inhibition of cyclooxygenase isoforms: an explanation of
the action of NSAIDs. J Clin Rheumatol Vol. 4, 3-10,1998.

VAUZOUR, D., CORONA, G. & SPENCER, J. P. (2010). Caffeic acid, tyrosol and p-
coumaric acid are potent inhibitors of 5-S-cysteinyl-dopamine induced
neurotoxicity. Arch Biochem Biophys. Vol. 501, 106-111, 2010.

VISERAS, C., CEREZO, P., SANCHEZ, R., SALCEDO, I. & AGUZZI, C. Current
challenges in clay minerals for drug delivery. Applied Clay Science Vol. 48,
291-295, 2010.

WANG, L., TU, Y., LIAN, T., HUNG, J., YEN, J. & WU, M. Distinctive antioxidant

and antiinflammatory effects of flavonols. J Agric Food Chem. Vol. 54,
9798-9804, 2006.

70



WATANABE, H., YASHIRO, T., TOHJO, Y. & KONISHI, Y. Non-involvement of the
human monocarboxylic acid transporter 1 (MCT1) in the transport of
phenolic acid. Biosci Biotechnol Biochem. Vol. 70, 1928-1933, 2006.

WEI, M., PU, M., GUO, J., HAN, J., LI, F., HE, J., EVANS, D. & DUAN, X.
Intercalation of L-Dopa into Layered Double Hydroxides: Enhancement of
Both Chemical and Stereochemical Stabilities of a Drug through Host-Guest
Interactions. Chem. Mater. Vol. 20, n. 16, 5169-5180, 2008.

WILLOUGHBY, D., MOORE, A. & COLVILLE-NASH, P. COX-1, COX-2, and COX-
3 and the future treatment of chronic inflammatory disease. LANCET. Vol.
355, n. 9204, 646-648,2000.

WOOLF, A. D. & PFLEGER, B. Burden of major musculoskeletal conditions. Bull
World Health Organ. Vol. 81, 646-656, 2003

XIA, S., NI, Z., XU, Q., HU, B. & HU, J. Layered double hydroxides as supports for
intercalation and sustained release of anti hypertensive drugs. J. Solid
State Chem. Vol. 181, n.10 2610-2619,2008.

YAMAGUCHI, M., LAI, Y. L., UCHIYAMA, S. & NAKAGAWA, T. (2008). Oral
administration of phytocomponent p-hydroxycinnamic acid prevents bone
loss in ovariectomized rats. Mol Cell Biochem. Vol. 311, 31-36, 2008

YASOJIMA K., SCHWAB C., MCGEER E.G. Distribuition of cyclooxigenase-1 and
cyclooxigenase-2 mRNAs and proteins in human brain and peripheral
organs. Brain Res. Vol. 830, 226-236, 1999

YONATHAN, M., ASRES, K., ASSEFA, A. & BUCAR, F. In vivo anti-inflammatory
and anti-nociceptive activities of Cheilanthes farinosa. J. Ethnopharmacol
Vol.108, 462-70,2006.

ZIDAR N., DONLE-STRAZAR Z., JERUC J., ZUNPAC T., STAJER D. Expression
of cyclooxygenase-1 and cyclooxygenase-2 in the normal human heart and
in mycardial infarction. Cardiovasc. Pathol. Vol. 16, 300-304, 2007

ZIDAR N., ODAR K., GLAVAC D., JERSE M., ZUNPAC T., STAJER D.
Cyclooxygenase in normal human tissues - is COX-1 really a constitutive
isoform, and COX-2 an inducible isoform? J.Cell. Mol. Med. Vol. 13, n.9B,
3753-3763, 2009.

ZYCH, M., FOLWARCZNA, J. & TRZECIAK, H. |.Natural phenolic acids may

increase serum estradiol level in ovariectomized rats. Acta Biochim Pol.
Vol. 56, 503-507, 2009.

71



VIl. ATIVIDADES DESENVOLVIDAS

72



1. Resumos Publicados em Anais de Congresso

Stoco, SM ; Girillo, R. ; de Mello, NFS ; Guilherme, V. A. ; Franz-Montan, M. ;
Tofoli, G. R. ; Fraceto, Leonardo Fernandes ; Paula, Eneida de ; de Araujo, D. R. .
ROPIVACAINE GEL FOR TOPICAL ANESTHESIA: IN VITRO PERMEATION
SKIN AND CYTOTOXIC EFFECTS. 42° Congresso Brasileiro de Farmacologia e
Terapéutica Experimental, Ribeirdo Preto, 2010.

Cunha V.R.R. Guilherme V.A. de Paula E. de Araujo D.R. and Constantino V.R.L.
LAYERED DOUBLE HYDROXIDE AS A CARRIER OF AN ANTI-INFLAMMATORY
DRUG. XVIII International Conference on Bioencapsulation, Porto, Potugal,
October 1-2, 2010.

de Mello, NFS ; GRILLO, R. ; GUILHERME, V. A. ; ARAUJO, D.R. ; PAULA,
Eneida de ; Rosa, AH ; Lima, R ; FRACETO, Leonardo Fernandes

POLY(LACTIDE-CO-GLYCOLIDE) NANOCAPSULES CONTAINING
BENZOCAINE: INFLUENCE OF THE COMPOSITION OF THE OILY NUCLEOUS
ON PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES ANS ANESTHETIC ACTIVITY. In:
Particles 2011: stimuli responsive particles ans particle assemblies, 2011, Berlim.
Particles 2011: stimuli responsive particles ans particle assemblies, 2011. p. 49-50.

Guilherme, V.A., Cunha V.R.R.,Constantino V.R.L., de Paula E., de Araujo D.R.
EVALUATION OF CYTOTOXICITY AND ANTI-INFLAMMATORY ACTIVITY OF
MORIN,COUMARICO ACID, LIPOIC ACID AND MEFENAMIC ACID
COMPLEXED WITH LAYERED DOUBLE HYDROXIDES INORGANIC
NANOPARTICLES.1? Workshop do programa de Pds-graduacdo em Biologia
Funcional e Molecular (BFM),Campinas, Brasil, Junho 30-Julho 1, 2011.

73


http://lattes.cnpq.br/5707058917836183
http://lattes.cnpq.br/0796028909075462
http://lattes.cnpq.br/4741480538883395
http://lattes.cnpq.br/5343212477106568
http://lattes.cnpq.br/2188736885721242
http://lattes.cnpq.br/5343212477106568
http://lattes.cnpq.br/5343212477106568
http://lattes.cnpq.br/5228846314663888
http://lattes.cnpq.br/4741480538883395

Guilherme, V.A., Cunha V.R.R.,Constantino V.R.L., de Paula E., de Araujo D.R.
IN VITRO RELEASE AND PHARMACEUTICAL EVALUATION OF COUMARIC
ACID IN LAYRED DOUBLE HYDROXIDE. South-Ameerican Symposium on

microencapsulation, Limeira, Brasil, Abrill 30- Maio 2, 2012

2. Artigo completos publicados em periédico:
de Melo, Nathalie Ferreira Silva ; Grillo, Renato ; Guilherme, Viviane Aparecida ;
de Araujo, Daniele Ribeiro ; Paula, Eneida ; Rosa, André Henrique ; Fraceto,
Leonardo Fernandes . POLY(LACTIDE-CO-GLYCOLIDE) NANOCAPSULES
CONTAINING BENZOCAINE: INFLUENCE OF THE COMPOSITION OF THE
OILY NUCLEUS ON PHYSICO-CHEMICAL PROPERTIES AND ANESTHETIC
ACTIVITY. Pharmaceutical Research, v. 28, p. 1984-1994, 2011.

3. Artigos submetidos para publicacao
Campos, Estefania ;de Melo, Nathalie Ferreira Silva ; Guilherme, Viviane
Aparecida ; de Araujo, Daniele Ribeiro ; Paula, Eneida ; Rosa, André Henrique ;
Fraceto, Leonardo Fernandes .PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF
POLY(E-CAPROLACTONE) NANOSPHERES CONTAINING THE LOCAL
ANESTHETIC LIDOCAINE. Pharmaceutical Research, 2012.

4. Trabalho técnico
Convénio Takeda/Nycomed- SAE Pesquisa empresa, 2012

5. Atividades didaticas
Programa de estagio docente- PED, (grupo C), no primeiro périodo letivo de 2012,
com dedicacdo de 8 horas semanais, nas atividades da disciplina BB123-A —
Bioguimica Basica, Sob supervisdo da Professora Doutora Eneida de Paula —IB-
UNICAMP.

74


http://lattes.cnpq.br/4741480538883395
http://lattes.cnpq.br/4741480538883395
http://lattes.cnpq.br/4741480538883395

75

VIIl. ANEXOS



(003)

Jj 000 cps

(006)

5

IS N

ke S

S = © Zn2AI3Cou
3 8

e

(48]

ie]

B

[

Q

<

anAICI
| 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
10 20 30 40 50 60 70

2 0/ graus

Anexo 1: Difratogramas de raios X dos materiais Zn,AlCl e Zn,Al3Cou. Imagem cedida

pela doutoranda Vanessa Roberta Cunha.
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