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Resumo

A inflamacéo é a resposta local de protecéo a lesao tecidual. Os fenébmenos agudos
sdo transitérios, havendo posteriormente a regeneracdo ou cicatrizacdo da area
envolvida, ou cronicidade do processo se 0 agente agressor ndo for eliminado. A
grande maioria dos medicamentos existentes no mercado para o tratamento de
doencas inflamatérias apresenta sérios efeitos adversos, o que impulsiona o continuo
estudo e pesquisa em busca de novos e melhores farmacos. Portanto, este trabalho
teve como objetivo avaliar a atividade anti-inflamatoria e anti-artritica da 3-lapachona
(3,4-diidro-2,2-dimetil-2H-naftol[1,2-b]pirano-5,6-diona). Para avaliar o potencial anti-
inflamatorio da B-Lapachona foram realizados os ensaios de edema de pata, peritonite
e artrite induzida por adjuvante completo de Freund. Para avaliar os efeitos sobre o
sistema imune inato foram determinadas as concentragcdes de TNF-a e IL-6 no
exsudato inflamatoério. A B-lapachona reduziu significativamente o edema de pata nas
doses de 40 e 60 mg/kg. No teste da peritonite, a inibicdo da migracao leucocitéaria foi
de 59% e 78% para as doses de 40 e 60 mg/kg, respectivamente. A B-lapachonanéo
reduziu significativamente os niveis de TNF-a no exsudato, entretanto houve reducao
de IL-6 e NO. A dosagem de IL-6 indicou as seguintes concentragdes: controle (492,2
pg/mL), B-lapachona - 40 mg/kg - (301,3 pg/mL), B- lapachona — 60 mg/kg — (55,8
pg/mL). A concentracdo de NO obtida dos exsudatos foi a seguinte: controle (18,0
pg/mL), B-lapachona - 40 mg/kg - (4,3 pg/mL) e B- lapachona — 60 mg/kg — (2,8 pg/mL).
No ensaio da artrite, o percentual de inibicdo de formacao do edema foi de 37,7%. A
dosagem de NO plasmatico apresentou uma concentracdo de 91,2 uM para a B-
lapachona na dose de 60 mg/kg e de 127,3 uM para o metotrexato na dose de 0,1
mg/kg/dia. Em conclusao, a B-lapachona possui um potencial promissor como droga
anti-inflamatoéria, e mais especificamente, como anti-artritica. Porém, é necessario a
continuidade dos estudos para verificar seu efeito tecidual na producéo de colageno e

outras substancias implicadas no desenvolvimento da artrite.

Palavras-chave: B-lapachona, naftoquinona, artrite, (3,4-diidro-2,2-dimetil-2H-

naftol[1,2-b]pirano-5,6-diona)



Abstract

Inflammation is a protective local response to tissue injury. The acute phenomena are
transient, with subsequent regeneration or healing of the area involved, or chronicity of
the process if the offending agent is not eliminated. The vast majority of drugs on the
market for the treatment of inflammatory diseases has serious adverse effects, which
drives the continuous study and research to new and better drugs. Therefore, this study
aimed to evaluate the anti-inflammatory and anti-arthritic of 3- lapachone (3,4-dihydro-
2 ,2-dimethyl-2H-naphthol [1,2-b] pyran-5, 6--dione). To evaluate the anti-inflammatory
potential of B-lapachone assays were performed in paw edema, peritonitis and arthritis
induced by complete Freund's adjuvant. To evaluate the effects on the innate immune
system have been determined the concentrations of TNF-a and IL-6 in the
inflammatory exudate. The B-lapachone significantly reduced the paw edema at doses
of 40 and 60 mg / kg. In the test of peritonitis, the inhibition of leukocyte migration was
59% and 78% at doses of 40 and 60 mg / kg, respectively. The B-lapachone did not
significantly reduce the levels of TNF-ain the exudates, however there was a reduction
of IL-6 and NO. The dosage of IL-6 showed the following concentrations: control (492.2
pg / mL), B-lapachone -

40 mg/ kg - (301.3 pg/ mL), B-lapachone - 60 mg/ kg - (55 8 pg / ml). The concentration
of NO was obtained from exudates as follows: control (18.0 pg / ml), B- lapachone - 40
mg/ kg - (4.3 pg/ ml) and B-lapachone - 60 mg/ kg - (2 8 pg / ml). In the trial of arthritis,
the percentage inhibition of edema formation was 37.7%. The dosage of plasma levels
had a concentration of 91.2 mM for the B-lapachone at 60 mg / kg and 127.3 mM
methotrexate to a dose of 0.1 mg / kg / day. In conclusion, the B-lapachone has a
promising potential as anti-inflammatory drug, and more specifically, as anti-arthritic.
However, it is a need for further studies to verify its effect on tissue production of

collagen and other substances involved in the development of arthritis.

Keywords: B-lapachone, naphthoquinone, arthritis, (3,4-dihydro-2,2-dimethyl-
2H-naphthol [1,2-b] pyran-5 ,6-dione).
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INTRODUCAO

A inflamacgao pode ser classificada na dinamica de sua resposta como aguda e
cronica. Em estégios iniciais da inflamacao o tipo celular predominante é o neutrofilo
e, em fases mais tardias, células mononucleares tais como macréfagos, linfocitos e
mastécitos sdo predominantes, amplificando o processo inflamatério (BILATE, 2007).
O processo inflamatério também é caracterizado pela producéo de prostaglandinas,
leucotrienos, histamina, citocinas pré-inflamatoérias, além de liberacdo de substancias
a partir de tecidos e células migratorias (CUZZOCREA et al, 2004).

A fase inicial da inflamacéao inclui mudancas no fluxo sanguineo local, aumento
da permeabilidade vascular, exsudacdo e quimiotaxia de leucocitos ao local afetado,
através de mediadores quimicos. Posteriormente, patdgenos e ceélulas inflamatérias
precisam ser removidas e a integridade e funcionamento normal do tecido restaurado.
No entanto, quando o equilibrio entre inflamacao e restauracao tecidual é quebrado,
ocasionara o desenvolvimento de desordens inflamatérias crénicas e autoimunes
(SZELES et al, 2007).

A inflamacéo cronica se instala de forma lenta e insidiosa como, por exemplo,
nas doencas reumatologicas, tais como a artrite reumatdide e o IUpus eritematoso
sistémico.

Artrite reumatoide é uma doenca sistémica inflamatéria de origem autoimune,
caracterizada por uma inflamacdo crénica nas articulacdes, simétrica e erosiva,
afetando principalmente as pequenas articulacdes diartroidais dos pés e das maos
(BRENOL et al, 2007). Tem prevaléncia de 1% na populacdo mundial e estad associada
a um significante aumento da morbidade e mortalidade entre os pacientes afetados
(DAYER; CHOY, 2010). Atualmente, quatro diferentes classes de substancias sao
usadas clinicamente: drogas anti-inflamatoérias ndo esteroidais (AINES), analgésicos,
glicocorticéides e drogas antireumaticas modificadoras da doenca (DMARDs -
disease-modifying antirheumatic drugs) sao usadas clinicamente. AINES e analgésicos
nao alteramo curso da doenca ou previnem a destruicdo das articulacdes, portanto ndo
devem ser usadas como tratamento Unico. Graves efeitos colaterais decorrentes do
uso prolongado de glicocorticéides orais sdo bem conhecidos e essas drogas devem

ser usadas com cautela. As DMARDs
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sdo uma classe heterogénea de compostos, incluindo sulfasalazina, antimalaricos,
penicilamina, metotrexato (MTX), azatioprina, leflunomida e ciclofosfamida
(BANSBACK et al, 2005), além das classes anteriormente citadas.

Farmacos que sdo capazes de bloquear as citocinas pré-inflamatorias
envolvidas na fisiopatologia de desordens inflamatérias oferecem um caminho para o
desenvolvimento de novos farmacos anti-artriticos (MCCHULLOCH et al, 2006).

A B-lapachona é uma naftoquinona obtida a partir do lapachol, composto isolado
da madeira de vérias espécies de Ipé (Tabebuia sp.). Tal qual o lapachol, a B-
lapachona mostra uma diversificada acao farmacoldgica, tais como: tripanossomicida
(FERREIRA et al, 2011), antineoplésica (MOON et al, 2010), antifangica (MEDEIROS
et al, 2010) e antibacteriana (GUIRAUD et al, 1994). Estudo realizado por Moon et al
(2010) demonstrou uma possivel atividade anti-inflamatéria da B--lapachona através
da inibicdo da producéo, in vitro, de iINOS, PGE: e citocinas pré-inflamatoérias (IL-6, IL-
18 e TNF-a) sobre células BV-2 da microglia estimuladas por lipopolissacarideo.
Jackson et al. (2008) realizaram estudos in vitro com - lapachona e observaram uma
inibicdo do crescimento de sinovidcitos, diminuicdo da angiogénese e da expressao
de colagenase.

Diante do exposto, este trabalho teve como objetivo avaliar a propriedade anti-
inflamatéria da B-Lapachona in vivo, contribuindo para a pesquisa de novos

candidatos a farmacos anti-inflamatorios e/ou antiartriticos.



Objetivos
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OBJETIVOS

Geral

Avaliar a atividade anti-inflamatoria e anti-artritica da p-lapachona em vérios

modelos animais.

Especificos

e Obtencdo do complexo de inclusao da B-lapachona em [B-ciclodextrina - BCD;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria do complexo de inclusdo no modelo de
edema de pata induzido por carragenina,;

e Avaliar a atividade anti-inflamatéria da 3-lapachona no modelo de peritonite

induzida por carragenina;

¢ Investigar o potencial antiartritico da p-lapachona, utilizando o modelo de
artrite induzida por Adjuvante completo de Frelind;

e Determinar as concentracdes de TNF-a, IL-6 e NO nos animais submetidos
ao tratamento com o composto em estudo.



Revisao da literatura
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Inflamacéao

O termo inflamacgé&o provém do latim enfflamare, que significa “atear fogo”. Este
termo ja era descrito em antigos papiros egipcios e em escritas encontradas na
Mesopotamia ha mais de 2000 anos. No primeiro século depois de Cristo, Celsius
definiu a presenca de quatro sinais clinicos denominados de sinais cardinais da
inflamacé&o: calor, rubor, dor e edema. A perda da funcéo do local lesado foi adicionado
por Galeno em 130-200 d.C. (CONE, 2001).

A inflamagé&o pode ser definida como uma reacgdo da microcirculagéo induzida
por uma injuria aos tecidos e que tem por objetivo a protecédo a lesdo tecidual. A
intensidade da resposta inflamatoéria ira depender da intensidade e do tempo de acéo
do estimulo agressor, ou seja, sera diretamente proporcional a quantidade de tecido
lesado (DANTAS; SIQUEIRA, 2000).

Muitos mecanismos eficazes podem proteger o individuo de infeccbes por
microrganismos patogénicos, impedindo a acdo destes. A primeira linha de defesa
contra microorganismos invasores € denominada imunidade inata, a qual esta
relacionada a um grande numero de determinantes. Estes podem ser fisicos ou
guimicos, tais como: pele, mucosas e substancias com capacidade antimicrobiana.
Aliado a imunidade inata, ha determinantes especificos do hospedeiro, tais como:
nutricdo, variagdo hormonal e idade, que sédo fatores marcantes na variacdo da
resisténcia. Se o agente infeccioso burla esta defesa inata ndo-induzida, uma segunda
via de resposta sera deflagrada — a resposta inflamatéria aguda. Esta € uma reacao
local e de curta duracdo que envolve complexos eventos fisiologicos, visando a
protecdo aos tecidos e restringindo os danos ao local da infeccdo ou injaria.

Durante a resposta inflamatéria aguda, ha um aumento do fluxo sanguineo e
permeabilidade vascular, exsudacéo, adesao, migracao leucocitaria e quimiotaxia. O
aumento do fluxo sanguineo deve-se a vasodilatacdo ocorrida, inicialmente, nas

arteriolas com consequente hiperemia. Esta vasodilatacdo é consequéncia da
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liberagdo de aminas vasoativas como a histamina e serotonina (DANTAS;
SIQUEIRA, 2000).

A histamina € sintetizada a partir do aminoacido histidina sob acdo da L-
histidina descarboxilase e pode ser encontrada especialmente em mastdcitos,
basofilos, plaquetas e linfécitos (MAINTZ; NOVAK, 2007). Sua liberac@o pode ocorrer
devido a agentes desgranuladores, como citocinas e neuropeptideos (IDZKO et al,
2002). A agdo da histamina é mediada por quatro receptores farmacologicamente
distintos: Hi, Hz, Hz e Ha. Dentre estes, o receptor Hi, expresso em células musculares
lisas, endoteliais e cérebro, é o responsavel pela contracdo da musculatura lisa e
aumento da permeabilidade vascular (ASHMAWI et al, 2009). A ligacao da histamina
a este receptor leva ao aumento de extravasamento de proteinas plasmaticas por meio
da abertura de lacunas endoteliais (GREGA et al, 1981). O receptor Hs apresenta uma
elevada expressdo na medula ¢ssea, células hematopoiéticas periféricas, neutréfilos,
eosindfilos e células T; expressdo moderada no baco, timo, pulmao, intestino delgado,
célon e coracdo, de modo que sua ativacao pela histamina promove o acumulo de
células inflamatdrias, em particular eosinofilos e mastocitos, na éarea inflamada
(NAKAMURA et al, 2000).

A serotonina € uma amina vasoativa oriunda da hidroxilagdo edescarboxilacéo
do aminoéacido triptofano, sendo sintetizada majoritariamente nas células
enterocromafins da mucosa intestinal (GYERMEK, 1996). Este mediador vasoativo &
um dos mais importantes por aumentar a permeabilidade vascular, através de uma
vasoconstricdo das veias e consequente dilatacao capilar. A maior parte da serotonina
€ armazenada no trato gastrintestinal e SNC (SIKANDER et al, 2009). O sistema
serotonérgico tem uma variedade de subtipos de receptores. Estudos revelam que nao
existe um receptor especifico para a 5-HT, mas uma superfamilia de 14 receptores,
com funcdes e localizacdes especificas nas areas pré e pos-sinapticas. Em doencas
inflamatorias, esse mediador € liberado pelas plaguetas e mastdcitos de murinos
(evidéncias indicam que os mastécitos humanos ndo possuem serotonina em seus
granulos). Quando injetado na pata de ratos, induz hiperalgesia (TAIWO; LEVINE,
1992).

Devido ao aumento da permeabilidade vascular, ocorre a saida de fluido dos
vasos sanguineos para os tecidos, fendmeno conhecido por exsudacao. Exsudato €
um fluido extravascular de origem inflamatoria que contém altas concentragbes de

proteinas e detritos celulares. Tem a funcéo de destruir o agente agressor, degradar
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e remover o tecido necrosado (PAULINO et al, 2009) Dependendo do local, da
intensidade da reacdo e do agente injuriante, o exsudato pode ter diferentes
caracteristicas. De acordo com a quantidade de proteinas ou células, o exsudato pode
ser classificado em: seroso - o liquido extravasado tem alto teor aquoso, apresentando
pouca quantidade de moléculas protéicas; fibrinoso — o fluido que escapa dos vasos
é rico em fibrinogénio formando uma rede de fibrina no territério inflamado. Pode
ocorrer na cavidade pericardica em certas doencas reuméticas, ficando o espaco
pericardico preenchido por uma massa de fibrina e, por dltimo, exsudato purulento —
ocorre em inflamacdo severa e é ocasionado por agente etioldgico infeccioso. O
exsudato purulento € formado pelo acimulo de grande quantidade de neutréfilos, que
liberam enzimas proteoliticas e radicais livres, principais responsaveis pela lise
tecidual (DANTAS; SIQUEIRA, 2000).

Durante a resposta inflamatéria, o aumento dos niveis de TNF-a estimula a
expressao sequencial de diferentes moléculas de adeséo no endotélio, envolvidas no
recrutamento de leucoécitos do sangue para o espaco intersticial (CAMUSSI et al,
1991). A reducéo do fluxo sanguineo também permite o deslocamento dos leucdcitos
para a periferia dos vasos, alinhando-os proximos ao revestimento endotelial. Os
neutrofilos polimorfonucleares sao as primeiras células que chegam ao local agredido,
sendo usualmente encontrados no centro dos vasos sanguineos, onde o fluxo é mais
rapido (REAVES et al, 2005).

As etapas da migracao celular ocorrem geralmente nas vénulas pos-capilares
e consiste de um contato inicial de leucdcitos com a parede do vaso, rolamento destes
ao longo do endotélio, seguido de uma adeséo firme e migracdo transendotelial. O
termo recrutamento de leucocitos abrange todos os eventos que mobilizam a saida de
leucadcitos circulantes para o tecido inflamado (PICCIO et al, 2002).

O mecanismo de rolamento € mediado por uma familia de moléculas de adeséo,
glicoproteinas conhecidas como selectinas (P-selectina, E-selectina e L- selectina),
gue promovem uma fraca ligacdo inicial dos leucécitos as vénulas nos sitios de
inflamacédo (KERFOOT; KUBES, 2002). Ap6és um primeiro contato com a parede do
vaso, os leucdcitos diminuem sua velocidade e comecam a rolar ao longo da superficie
endotelial, o que favorece as interacdes entre leucocitos e endotélio (KUBES;
KERFOOT, 2001). Posteriormente, os leucocitos podem ser ativados através de

mudanca conformacional de integrinas, moléculas presentes em sua
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superficie celular e, consequentemente, podem aderir de forma estavel ao endotélio
via membros da superfamilia das imunoglobulinas (SIMON; GREEN, 2005).

A Ultima etapa € a migracao dos leucdcitos através de espacos inter- endoteliais
para o tecido extravascular, o que requer uma reorganizacdo do citoesqueleto, com
formacdo e retracdo de pseuddpodes. Moléculas presentes em junc¢des intercelulares
do endotélio também estdo envolvidas na migracdo. Uma vez no tecido conectivo, 0s

leucdcitos aderem a matriz extracelular via integrinas (KERFOOT; KUBES, 2002;

KUBES, 2002). Este mecanismo esté ilustrado na figura 1.

Ativacao da integrina
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Figura 1: Mecanismo de recrutamento de leucécitos através do endotélio vascular (ROBBINS et
al, 2006).
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Na continuidade do processo, ocorre, no tecido lesado, a infiltracdo de
granulécitos, mondcitos e linfocitos, através da acdo de mediadores quimicos da
inflamacéo, tais como: interleucina-1 (IL-1), interleucina-8 (IL-8), leucotrieno Ba, fator
ativador de plaquetas (PAF) e produtos bacterianos. Apds a diapedese, os leucdcitos
migram em direcdo ao foco inflamatério pelo processo de quimiotaxia, com o objetivo
de eliminar o agente causal e restabelecer a integridade do tecido lesado
(PRESIBELLA et al, 2003). Os leucocitos possuem receptores para agentes
guimiotaticos na membrana citoplasmatica e a ocupacao destes promove uma cascata
de ativacdo intracelular, via fosfolipase C, onde ha a liberacdo de Ca*?de vesiculas

intracelulares. O aumento da concentracédo de Ca*?ativa a actina e
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miosona, responsaveis pelo movimento celular. A quimiotaxia € eficaz em um raio de
100 um do tecido inflamado, pois nenhuma area tecidual localiza-se a distancia maior
que este raio, facilitando a atracdo de fagdcitos para o local inflamado (DANTAS;
SIQUEIRA, 2000). Deste modo, o objetivo da inflamac&o aguda é servir como aporte
de defesa para o organismo, para assim eliminar o agente agressor e remover 0s
tecidos degenerados (KIRVESKARI et al, 2003). Porém, quando a resposta
inflamatéria escapa aos mecanismos de controle, 0 processo passa a possuir
caracteristicas sistémicas e provoca a disfuncdo de 6rgdos e sistemas (GILROY,
2010). As causas da inflamacao cronica sao, principalmente: infec¢des persistentes;
exposicdo prolongada a agentes potencialmente téxicos, enddgenos ou exdégenos;
auto-imunidade, dentre outras. A resposta inflamatoria crbnica € de natureza
proliferativa, devido a presenca de fibroblastos e angioblastos em estado de
proliferacdo (GEPDIREMEN et al, 2004).

O processo inflamatorio cronico pode ter longa duracdo se o agente agressor
persistir e pode variar de semanas a meses, na qual ha inflamacéo ativa, destruicao
tecidual, além de tentativas de reparo, ocorrendo simultaneamente, o que acarretara
proliferacéo de fibroblastos e formacao de granulomas (GILROY, 2010).

A destruicao tecidual € uma das caracteristicas mais marcantes da inflamacéao
cronica. As proprias células necroticas do tecido inflamado podem iniciar a cascata
inflamatoria, ativando o sistema das cininas, coagulacdo, sistema fibrinolitico e
liberacdo de mediadores pelos leucdcitos responsivos ao tecido necrotico (ROBBINS;
COTRAN, 2005).

Paralelamente ao processo de destruicdo celular, ocorre a estimulacdo de
fibroblastos, que passam a produzir colageno. Isto resulta na formacéao de fibrose que,
dependendo da quantidade formada, pode acarretar sequelas aos tecidos, como a
perda da funcédo (DANTAS, SIQUEIRA, 2000).

Portanto, quando o equilibrio entre inflamacdo e restauracdo tecidual é
guebrado, ocasionara o desenvolvimento de desordens inflamatorias cronicas e
autoimunes, tais como artrite reumatoide e lGpus eritematoso sistémico (SZELES et
al, 2007).
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1.2 Artrite reumatdide

A artrite reumatdide € uma doenca inflamatéria sistémica de etiologia auto-
imune, com prevaléncia de, aproximadamente, 1% da populacdo mundial e
predominante no sexo feminino, com tendéncia a surgir apds a quarta década de vida.
A artrite € uma doenca comum das articulacdes caracterizada por inflamacéao e fibrose
da membrana sinovial, destruicdo do osso e da cartilagem. E associada com a dor,
imobilidade, rigidez e diminuicdo da capacidade funcional da articulacdo (KUMAR et
al, 2010). O diagnéstico realiza-se por uma combinac¢éo de quadro clinico, laboratorial
e radioldgico, levando-se em conta tanto a apresentacao inicial quanto a evolucao
caracteristica (MARTINEZ et al, 2008).

O evento inicial da doenca € o processo inflamatorio na membrana sinovial com
infiltrado de linfocitos e macrofagos. A hiperplasia das células sinoviais, o infiltrado
linfocitico e a neoangiogénese levam a formacédo do “pannus” (tecido sinovial
proliferado), que atinge o osso subcondral e, em seguida, a cartilagem articular, com
destruicdo progressiva. As perdas focais de 0sso marginal e subcondral contribuem
para a morbidade da doenca. Ha uma complexa variedade de células envolvidas, tais
como: neutrofilos, macrofagos, células mononucleares e diversas moléculas
inflamatorias, tais como o 6xido nitrico (NO), citocinas pro- inflamatorias como TNF-q,
interleucina 1 (IL-1), interleucina 6 (IL-6) e quimiocinas (CUZZOCREA et al, 2005).
Apesar da identificacdo de inumeros tipos diferentes de citocinas e outros fatores
envolvidos na patogénese da artrite reumatodide, o TNF-a continua ocupando lugar de
destaque na doenca erosiva da articulacdo por meio da ativacdo dos osteoclastos
(BRENOL, 2007).

Baseado no conceito de que doencas inflamatérias podem ser causadas ou
agravadas por macroéfagos ativados, muitas intervencdes terapéuticas para disturbios
inflamatorios concentraram-se em suprimir ou neutralizar um ou mais produtos pro-
inflamatorios liberados por esses macrofagos. Exemplos de tais terapéuticas incluem
agentes que reduzem os niveis de TNF-a (por exemplo, etanercept, infliximab,
adalimumab), IL-1 (anakinra), e IL-6 (tocilizumab, atlizumab) (TAYLOR; FELDMANN,
2009)

Alternativamente, o metotrexato (MTX) possui uma longa histéria de uso

no tratamento de doencgas reumaticas, e continua a ser 0 mais prescrito
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na medicina. Como um conhecido antifolato, o MTX inibe multiplas enzimas folato-
dependentes envolvidas na biossintese de purinas / timidilato e varios amino&cidos
(FRASER et al, 2002).

Embora o preciso mecanismo anti-inflamatério de atuacdo do MTX seja incerto,
suas atividades terapéuticas podem incluir a supressao da proliferacdo de células do
sistema imunoldgico responsavel pela inducéo da inflamacéo, da apoptose das células
T, e alterac6es no recrutamento de células e producao de citocinas. Comparado com
a maioria das drogas anti-reumaticas modificadoras da doencga, o MTX € geralmente
€ bem tolerado, e as pessoas as quais sao prescritas permanecem com esta
medicacado por muitos anos. No entanto, devido a toxicidade relacionada com a droga
e / ou respostas insatisfatérias, muitos pacientes seguem um tratamento combinado
com agentes biologicos, como, por exemplo, inibidores dos receptores das citocinas
IL-1 e TNF (LU et al, 2011).

Além das diversas citocinas, espécies reativas de oxigénio sdo bem conhecidas

na participacéo da inflamacao articular na artrite. As espécies reativas de oxigénio
geradas trazem danos ao acido hialurénico, cartilagem, colageno extracelular,
componentes celulares como lipidios, DNA, proteinas e também afetam as funcdes de
condrocitos. Em vista disso, estudos clinicos tém sido realizados, onde o0s
antioxidantes tém mostrado alguns efeitos benéficos na artrite (HAFLAH et al, 2009).

Uma nova abordagem para o tratamento de artrite reumatéide é o uso de
inibidores de topoisomerase | (campotecina e B-lapachona) e de topoisomerase ll, tais
como etoposideo e mitoxantrona. O etoposideo mostrou seletividade para deplecao
de mondcitos em populacdo de camundongos e coelhos (VAN'T WOUT, 1989). Foi

demonstrado que camundongos tratados previamente com etoposideo antes da
imunizacdo com colageno do tipo Il ndo desenvolveram artrite, nem clinica nem
histologicamente (VERDRENGH, 2002). Jackson et al (2008) realizaram estudos in
vitro com B-lapachona e observaram inibicdo no crescimento de sinoviocitos,
diminuicdo da angiogénese e expressao de colagenase. Entretanto, ndo encontramos
na literatura nenhum relato de uso da B-lapachona em modelo de artrite. Além de agir
como inibidora de topoisomerase |, a B-lapachona inibe a enzima NO-sintase, segundo
estudo realizado por Liu et al (1999), o que pode abrir caminhos para o

desenvolvimento de novos farmacos.
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1.3 Derivados quindnicos

As quinonas representam uma variada familia de metabdlitos de distribuicao
natural e tem sido objeto de interesse devido as suas diversas atividades biologicas
(HILLARD et al, 2008). Dentre as suas multiplas biodinamicidades, destacam-se suas
propriedades microbicida, tripanossomicida, viruscida, antitumoral e inibidoras de
sistemas celulares reparadores como, por exemplo, a inibicdo do complexo de
topoisomerases, desencadeando a apoptose celular (SILVA et al, 2003).

Com base na sua estrutura molecular, as quinonas sao divididas emdiferentes
grupos, utilizando-se como critério o tipo de sistema aromatico relacionado com o anel
quinonoidico: 1) benzoquinonas — um anel benzénico; 2) naftoquinonas - um anel
naftalénico e 3) antraquinonas - um anel antracénico linear ou angular (figura 2). Os
detalhes quimico-estruturais das quinonas estdo diretamente relacionados com suas
propriedades fisicas, quimicas e atividade biolégica, podendo estas propriedades

diferir entre as quinonas dependendo das posi¢des das carbonilas (SILVA et al, 2003).

Yoo ooe

Figura 2: Esqueletos basicos dos nicleos das quinonas (JUNIOR, 2009).

Nos ultimos anos intensificou-se o interesse por estas substancias, ndo soé
devido a sua importancia nos processos bioquimicos vitais, como também ao
destaque cada vez maior que apresentam em variados estudos farmacolégicos. Na
natureza estdo envolvidas em etapas importantes do ciclo de vida de seres vivos,
principalmente nos niveis da cadeia respiratéria, onde atuam como componentes
méveis no transporte de elétrons da respiracdo e da fotossintese (GOODWIN;
MERCER, 1972)
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Compostos contendo o grupo quinona sao conhecidos por exibir atividade
antitumoral, tripanossomicida, moluscicida, fungicida e antimalérica. Sua atividade
biolégica pode ser relacionada com a capacidade da molécula receber elétrons,
induzindo a formacdo de espécies reativas de oxigénio e consequente estresse
oxidativo no interior da célula (FRANCISCO, 2010). A acdo genotdxica desta familia
de compostos estéa relacionada a inibicdo da topoisomerase Il, tornando permanentes
as quebras no DNA produzidas por esta enzima (SILVA et al, 2003).

Algumas quinonas sdo reconhecidamente importantes na clinica médica como
agentes terapéuticos. Dentre elas, estd a mitomicina C8, isolada de cultura de
Streptomyces caespitosus e utilizada na quimioterapia de certos tipos de tumores
soélidos (PAN et al, 1984). Drogas antitumorais contendo o nucleo quinona, como as
antraciclinas e mitoxantronas também demonstram excelente atividade antitumoral
(SONG et al, 2011). A acéo farmacolégica das mitomicinas e antraciclinas pode estar
relacionado a capacidade das quinonas de se reduzirem pelas flavoenzimas celulares.
Foi observado que muitas quinonas possuem um grupo de saida que pode ser ativado
por reducédo das carbonilas quinonoidicas, gerando intermediarios alquilantes (LIN et
al, 1984).

1.4 Naftoquinonas

Dentre os constituintes quimicos das quinonas, as naftoquinonas e seus
derivados séo alvos de constantes estudos por varios grupos de pesquisa e podem
ser encontradas amplamente distribuidas na natureza, apresentando-se com estrutura
cristalina de cor amarela ou alaranjada. Elas sdo descritas como constituintes de
varias familias vegetais, tais como: Ebanaceae, Sapotaceae, Boraginaceae e
Proteaceae (HUSSAIN et al, 2007). Jacome et al (1999) também citam este grupo das
guinonas como o principal constituinte da familia Bignoniaceae, género Tabebuia, por

serem frequentes em varias espécies deste género (figura 3).
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Figura 3: Tabebuia avellanedae. Imagem retirada do site: www.lapachol.com.

A atividade biolégica das naftoquinonas da familia Bignoniaceae foram
estudadas pioneiramente pelo Departamento de Antibidticos da Universidade Federal
de Pernambuco, com destaque para o lapachol, o qual demonstrou forte acdo contra
bactérias gram positivas (LIMA; WEIGERT, 1972). Isolado primeiramente do lenho da
Tabebuia avellanedae Lor., “lapacho”, o lapachol foi descrito inicialmente por Paterno,
em 1882 (MORRISON et al, 1970) e sua estrutura quimica estabelecida em 1896, por
Hooker (RAO et al, 1968).

No Brasil, os géneros Tabebuia e Tecoma sdo 0s principais encontrados na
familia Bignoniaceae, sendo esta conhecida popularmente como pau-d’arco ou ipé
roxo (OLIVEIRA et al,1990). Goncalves de Lima et al (1976), constataram no cerne do
pau d’arco roxo a existéncia de um composto de coloracdo amarela com atividade

antimicrobiana e que no decurso dos estudos quimicos concluiram ser o Lapachol.

1.5 Lapachol

O lapachol é de facil extracdo da serragem da madeira de varias espécies de
Ipé, juntamente com outros grupos das quinonas. As substancias mais estudadas

entre as naftoquinonas sao: o Lapachol, os dois isbmeros, a-lapachona e -


http://www.lapachol.com/
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lapachona e a xiloidona (desidro-a-lapachona) (BURNETT; THOMSON, 1967).
Ensaios realizados com o lapachol tem comprovado a eficacia biol6gica desta
naftoquinona. Wanick et al (1970) testou a atividade anti-inflamatéria do extrato
hidroalcodlico do liber do Pau d’arco em 20 pacientes portadores de cervicites e
cervicovaginites cronicas. Os resultados demonstraram regressao do estado
patolégico entre 19 e 29 dias de tratamento, dependendo da gravidade das
manifestagdes clinicas. Posteriormente, Lopes et al (1988) realizaram ensaios em
pacientes portadores de bursite aguda, tendinite e em pacientes portadores de
sinusites e otites agudas e cronicas. Em todos 0s casos 0s pacientes apresentaram
respostas clinicas satisfatorias, apresentando indice de cura superior a 90%.

A atividade anti-inflamatodria e antinoceptiva do lapachol também foram
investigadas através de formulacdes de uso tépico em testes pré-clinicos utilizando o
teste do edema de pata induzido por carragenina e contor¢des induzidas por acido
acético (LIRA et al, 2008). O resultado deste estudo demonstrou que a formulagdo em
gel do lapachol, na dose de 15 mg/kg, apresentou maxima atividade
antiedematogénica (50,16%) na quarta hora apds a administracao da carragenina e
atividade antinoceptiva de 77,3%, esta ultima mais eficiente que o grupo tratado com
diclofenaco (69,49%). Esta atividade antiedematogénica foi corroborada por um
estudo anterior realizado por Almeida et al (1990), onde o lapachol, nas doses de
100 e 500 mg/kg, demonstrou percentuais de 76 e 85%, respectivamente, na inibicdo
da formacéo do edema de pata apés 4 horas da inducao da inflamacéo pela
carragenina.

No que se refere a acdo antineoplasica, estudos realizados indicam que o
estresse oxidativo induzido pelo lapachol ocorre no nivel da enzima P450 redutase.
Neste processo as espeécies reativas do oxigénio promovem a cisdo do DNA
(KUMAGAI et al, 1997). A atividade antitumoral do lapachol também pode estar
relacionada a sua interacdo com os acidos nucleicos. Tem sido proposto que a
interacdo desta naftoquinona com a dupla hélice do DNA impede a duplicacdo do
acido desoxirribonucléico, assim como a transcricdo do RNA (MURAY; PIZZORNO,
1998). O Lapachol foi comercializado pelo Laboratério Farmacéutico do Estado de
Pernambuco (LAFEPE) sob forma de capsulas gelatinosas indicadas para pacientes
portadores de varias neoplasias malignas, como, carcinoma epiderméide do colo

uterino, carcinoma epidermdide do assoalho da boca, adenocarcinoma do aparelho
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digestivo, além de auxiliar na quimioterapia, porém ndo se encontra mais disponivel
no mercado (SESTER, 1996).

A atividade antitumoral do lapachol foi constatada pelo CCNS (Cancer
Chemotherapy National Service, dos Estados Unidos da América do Norte) em 1962,
que foi usado a partir dai, em varios modelos experimentais de neoplasias (RAO et al,
1968). Ballassiano et al (2005) avaliou o potencial anti-metastatico e os efeitos do
lapachol em uma linhagem de células humanas. Os resultados indicaram que o
lapachol, na concentracdo de 400 ug/mL (correspondente a 102 de moléculas de
droga/célula), inibiu a invasividade celular, representanto uma importante atividade
anti-metastatica. O lapachol e seu derivado 2-(3-metil-2-butenil)-3- (tretaacetil-b-D-
glicopiranosiloxi)-1,4-naftoquinona também mostraram atividade contra o carcinoma
ascitico de Ehrlich na dose de 150mg/kg e inibiram o crescimento tumoral em 0-12%
e 95,4- 99,6%, respectivamente (OLIVEIRA et al, 1978). Embora promova a regressao
definitiva de neoplasias, além de agir como analgésico, 0s ensaios clinicos o
desaprovam em decorréncia de efeitos colaterais que, em muito, agravam o quadro
clinico de pacientes com cancer: anemia, problemas gastrointestinais e aumento do
tempo de coagulacédo (OLIVEIRA et al, 1990).

As observacbes sobre os efeitos secundarios do lapachol incentivaram
pesquisadores a desenvolverem derivados desta naftoquinona com base na sua
estrutura molecular, levando-se em consideracao a relacdo estrutura-atividade. Com
base neste principio, houve a sintese de varios analogos do lapachol com uma
expressiva atividade biolégica e menor toxicidade, como, por exemplo, a - lapachona
(ALMEIDA, 2009).

1.6 B-lapachona

Através da acédo controlada do calor ou por hidrélise acida do lapachol, obtem-
se a B-lapachona (3,4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naftol[1,2-b]pirano-5,6-diona), uma orto-
naftoquinona de estrutura molecular C1sH1403 (D’ALBUQUERQUE et al, 1972) (figura
4), igualmente responsavel por diversas atividades farmacoldgicas, tais como:
atividade in vitro contra células malignas humanas dos canceres de pulmdo, mama,
colo-retal, préstata, melanoma e leucemia (SILVA et al, 2003); inibicdo da proliferacédo

e inducéo da apoptose em linhagens de células de retinoblastoma
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(SHAH et al, 2008); atividade antiviral, anti-psoriatica, anti-parasitaria e antifingica
(CUNHA-FILHO et al, 2007).

Figura 4: Estrutura quimica do lapachol (a) e B-lapachona (b) (CASTELLANOS et al, 2009).

Estudos também apontam para o efeito cicatrizante da -lapachona. Kung et al
(2008) demonstrou que a B-lapachona, em baixas concentracbes, promove a
proliferacdo in vitro de queratindcitos, fibroblastos e células endoteliais em
comparacao com as células nao tratadas, além de aumentar a porcentagem de células
na fase S do ciclo celular. Os autores sugerem que esta atividade esta relacionada a
capacidade da B-lapachona em promover a sintese de DNA. Durante a pesquisa, a
atividade cicatrizante da B-lapachona também foi avaliada em camundongos normais
e diabéticos, onde foi comprovada através da aceleracéo da cicatrizacao das feridas
em relacdo ao grupo controle. O exame microscopico revelou que a recuperacdo da
derme e epiderme foi mais rapida, e a densidade dos vasos foi maior na ferida tratada
com pomada contendo a B-lapachona do que nos animais tratados com pomada sem
a naftoquinona. Os resultados também revelaram que a B-lapachona aumentou
significativamente o namero de macréfagos em 14 dias apos o ferimento em
camundongos normais e em 7 dias nos camundongos diabéticos, além de induzir a
secrecéo de VEGF e EGF durante o processo de cicatriza¢do, o que pode atrair outras

células para o local da injuria, tais como células endoteliais e epidérmicas.



33

O potencial efeito antitumoral da B-lapachona tem despertado o interesse de
diversos grupos de pesquisa que visam o esclarecimento do mecanismo de acao
desta molécula frente a diversas linhagens de tumores. Estudos ja& demonstraram a
atividade antineoplasica da B-lapachona contra células de cancer de prostata (LI et al,
1995), leucemia promielocitica (PLANCHON et al, 1995), tumor ascitico S180
(sarcoma 180) em camundongos, entre outros.

Dentre os possiveis mecanismos de a¢ao da B-lapachona sobre a proliferacao
tumoral, esta a capacidade desta naftoquinona em inibir a acdo das enzimas
topoisomerases. As DNA topoisomerases sdo proteinas expressas por todas as
células cujo mecanismo de acédo é efetuar um corte temporario na molécula-alvo de
DNA, promovendo a passagem da cadeia complementar pelo espaco criado. O corte
€ mantido pela ligagéo da tirosina do centro catalitico da topoisomerase a extremidade
da cadeia clivada, através de uma ligacao fosfodiéster (LI et al, 1993). De acordo com
o tipo de corte que executam na molécula de DNA, as topoisomerases celulares
dividem-se em topoisomerases de tipo | (efetuam o corte em uma unica cadeia) e Il
(clivam as duas cadeias do DNA-alvo) (WASSERMAN et al, 1993).

Krishnan e Bastow (2000) demonstraram em suas pesquisas que a -
lapachona age como um potente inibidor irreversivel da enzima topoisomerase I,
importante no processo de replicacdo do DNA e em maior atividade nas células em
proliferacdo. Durante este trabalho, a B-lapachona, quando co-incubada com o
etoposideo (inibidor da topoisomerase II), DNA e a enzima, interferiu
significativamente (P<0.05) na formac&do do complexo de clivagem. Porém, um maior
antagonismo foi constatado quando a B-lapachona foi pré-incubada com a enzima e o
DNA, antes da adicdo do etoposideo. Os autores associam estes resultados a
capacidade da B-lapachona em inativar a topoisomerase |l antes da adicdo do
etoposideo ou competicdo pelo sitio de ligacdo do etoposideo no complexo enzima-
DNA. Estudo realizado anteriormente por Li et al (1993) demonstrou o efeito inibitério
da B-lapachona sobre a topoisomerase | em comparacdo com a camptotecina. Os
resultados revelaram que a incubacgao direta da B-lapachona com a topoisomerase I,
antes da adicdo de DNA como substrato, aumenta drasticamente o efeito inibitorio,
sugerindo a interagao direta da B- lapachona com a topoisomerase |. Também foi
verificado que esta acdo depende da presenca de NQO1-redutase. Este modo de

atuacao difere em relacdo ao da
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camptotecina, que atua estabilizando o complexo de clivagem topoisomerase [-DNA.
O mecanismo proposto pelos autores de inibicdo da topoisomerase | pela - lapachona

esta ilustrado na figura 5.

Topoisomerase I

($+ 8§~ (F—(F —~(3+

DNA super-helicoidizado DNA relaxado

&> Beta-lapachona ‘ Camptotecina

(e+§-—(F P
Figura 5: Inibicdo da topoisomerase | pela B-lapachona (LI et al, 1993)

Ensaios pré-clinicos utilizando a p-lapachona em testes in vivo comprovaram a
atividade antifungica desta naftoquinona em infec¢des por Criptococcus neoformans
var. neoformans em camundongos imunossuprimidos. Os autores concluiram neste
estudo que o tratamento diario com a [-lapachona reduziu a populacdo de
C.neoformans em 10.000 vezes nos pulmdes e cérebro e limpou a levedura do baco
e figado, sugerindo que o tratamento prolongado poderia aumentar a esterilizacdo em
todos os o6rgdos. Este efeito protetor foi confirmado por exame histolégico, que
demonstrou que os danos nos 6rgdos foram menos intensos no grupo tratado com a
B-lapachona que no grupo tratado com PBS (MEDEIROS et al, 2010).

Estudo realizado por Moon et al (2007) também demonstram uma possivel
atividade anti-inflamatoria da B-lapachona. Nesta pesquisa, foi determinado o efeito da
B-lapachona na produgéo, in vitro, da 6xido nitrico sintase (iNOS), PGE: e citocinas proé-
inflamatorias (IL-6, IL1- B e TNF-a) sobre células da microglia estimuladas por
lipopolissacarideo (LPS). Os resultados demonstraram que a B- lapachona, em
concentracdo maior que 1uM, foi capaz de inibir significativamente o nivel de iINOS e
a expressdo do RNA mensageiro (MRNA) responsavel pela producédo desta enzima.
Também foi constatado uma supresséo na sintese de PGE: através de uma diminuigdo

na expressado do mRNA responsavel pela sintese de
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COX2. Utilizada na concentragdo de 2 uM, o pré-tratamento com B-lapachona
demonstrou significativos resultados sobre a produgéo das citocinas IL-6, IL1-B e
TNF-q, através de uma reducao dos niveis de mRNA expresso para essas citocinas.
Estudo anterior ja comprovava a atividade anti-inflamatéria in vitro da - lapachona
através da inibicdo da producgéo de iINOS em macréfagos alveolares e endotélio da
aorta toracica de ratos. Em macro6fagos alveolares, a incubacao com LPS em varios
intervalos de tempo resultou em um aumento significativo na producao de nitrito e
sintese de iINOS. Quando o LPS foi co-incubado com a B- lapachona, esta producao
foi inibida e ndo houve efeitos citotdxicos. O tratamento com LPS por 6 horas
resultou em uma significante expresséo de mRNA para iNOS, a qual foiinibida pela
presenca da B-lapachona em macréfagos alveolares. A B- lapachonainibiu a
hipocontratilidade a fenilefrina no endotélio aortico tratado com LPS. Quando a -
lapachona foi adicionada ao meio 3 horas apos o tratamento com LPS, n&o houve
diferencas significativas nas contracdes provocadas pela fenilefrina. Estes resultados
indicam que a B-lapachona inibe a inducéo da expressao do gene para NO sintase.
Este perfil € semelhante ao dos glicocorticoides que provavelmente atuam por
inibicdo da transcricdo ou expressao do gene para mRNA da iNOS (LIU

et al, 1999).

Com as informacdes disponiveis na literatura, pode-se apontar para o potencial
da B-lapachona como tema de estudos farmacoldgicos devido a sua variedade de
atividades biologicas, com enfoque para sua acédo anti-inflamatoéria. A propriedade
desta naftoquinona em induzir a apoptose, por agir sobre as enzimas topoisomerases
| e Il, pode ser aproveitada nos tratamentos de inflamagdes crénicas como a artrite
reumatdéide, pois nesta doenca ha um desequilibrio entre a proliferacdo de células
sinoviais e apoptose celular, desencadeando uma hiperplasia sinovial e a formacéo do
pannus. A capacidade da 3-lapachona em inibir a producéo de éxido nitrico e citocinas
envolvidas em processos inflamatérios agudos e crénicos também a inclui no ambito

de potenciais drogas para o desenvolvimento de novos agentes anti- inflamatorios.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos albinos Swiss (Mus musculus),
pesando entre 20 e 25 g para o ensaio da peritonite, ratos Wistar machos para o ensaio
do edema de pata e ratos Wistar fémeas adultos para o ensaio da artrite, ambos
pesando entre 200 e 300 g, oriundos do Biotério do Departamento de Antibiéticos da
Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram acondicionados em gaiolas
de polietileno com grades de aco inoxidavel e maravalha como cobertura, tendo
acesso livre a agua e racao balanceada, mantidos em ambiente com temperatura de
22 + 2 °C e luminosidade controlada, proporcionando um ciclo claro-escuro de 12
horas. Os animais utilizados para os ensaios da peritonite e edema de pata foram
submetidos a jejum, com a retirada da racdo cerca de 4 horas antes do inicio do
experimento. Durante todos o0s experimentos os animais tiveram livre acesso a
ingestdo de agua. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentac&o
Animal da UFPE sob o numero 23076.012189/2009-41.

2.2 Material de estudo

A B-lapachona utilizada neste estudo foi fornecida pelo Prof. Alexandre José da
Silva Goes do Laboratdrio Planejamento e Sintese de Substancias de Interesse
Terapéutico do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco — UFPE e a B-ciclodextrina foi fornecida pela Sigma-Aldrich. O complexo
de incluséo foi realizado no Laboratoério de Tecnologia dos Medicamentos
- LTM, do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da UFPE, sob a orientacdo do
professor Pedro José Rolim Neto. Todas as drogas foram dissolvidas em solugéo
salina, exceto a B-lapachona pura, que foi suspendida em uma mistura (2:1) de
propilenoglicol/tween, onde uma pequena quantidade desta mistura foi adicionada a
B-lapachona e o volume total completado com salina. No teste do edema de pata
induzido por carragenina foi utilizado o complexo de incluséo de B-lapachona em CD,
e nos demais testes foi utilizada a B-lapachona pura. Nos grupos controle foram

administrados os veiculos utilizados para a solubiliza¢éo da B-lapachona.
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2.3 Metodologia

2.3.1 Formagao do complexo de B-Lapachona em B-ciclodextrina

O método de preparo segue a metodologia descrita por PRESMICH (2009),
onde ambas as substancias foram pesadas e solubilizadas separadamente em
solventes diferentes sob agitacdo mecanica. A proporcdo estequiométrica ja
conhecida é de 1:1 mol (farmaco: BCD). A B-lapachona foi solubilizada em alcool etilico
e a BCD solubilizada em agua purificada. Apds solubilizagdo completa dos compostos,
a solucéo de B-lapachona foi adicionada a de ciclodextrina, sendo mantida a agitacéo
mecanica. A solucdo hidroalcodlica obtida permaneceu em agitador oscilante por 24
horas antes de ser levada ao rotaevaporador, onde os solventes foram evaporados e o
complexo obtido. Em seguida, o complexo de inclusdo foi armazenado em estufa a

40°C por um periodo de 48 horas antes de ser utilizado nos ensaios biolégicos.

2.3.2 Teste do edema de pata induzido por carragenina

O edema de pata (Winter et al, 1962) foi induzido através da injecdo de 0,1 mL
de carragenina (1% p/v) em salina estéril na regido subplantar da pata direita traseira
de rato Wistar (n = 8). Uma hora antes da injecao de carragenina, a B- lapachona foi
administrada nas doses de 40 mg/kg e 60 mg/kg. Foi utilizado como padrdo a
dexametasona (0,5 mg/kg) e ao grupo controle foi administrado o veiculo. Todos os
compostos e o veiculo foram administrados via oral. O volume da pata foi medido
imediatamente apds a administracao da carragenina (tempo zero) e nos intervalos de
60, 120, 180, 240 e 300 minutos, através do deslocamento de agua registrado em

pletismémetro (modelo 7150, Ugo Basile Co.,Varese, Italy).

2.3.3 Teste da peritonite induzida por carragenina

Neste ensaio, foram utilizados quatro grupos contendo oito animais cada. Dois
grupos receberam a B-lapachona nas doses de 40 e 60mg/kg, respectivamente, 0

terceiro grupo recebeu apenas o veiculo (grupo controle) e o quarto grupo nao foi
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induzido com carragenina e foi tratado apenas com salina. Uma hora apo6s o
tratamento, a inflamagé&o foi induzida por aplicacao intraperitoneal de 0,1 mL/10 g de
carragenina (1% em salina). Quatro horas apés a inducdo da inflamacao, os animais
foram eutanasiados em camara de CO3, sendo injetado na cavidade peritoneal 2 mL
de PBS contendo EDTA. A contagem de leucécitos totais foi realizada em analisador
hematolégico micros 60 (GUERRA et al, 2011). Ap6s a contagem dos
polimorfonucleares, os exsudatos foram centrifugados e o sobrenadante guardado a
- 40°C para andlise de TNF-q, IL-6 e NO.

2.3.4 Artrite induzida por adjuvante completo de Fretind

Para avaliar os efeitos da inflamacgé&o cronica, foi empregado o método descrito
por Newbould (1963), com pequenas modificacdes. Foram utilizados quatro grupos
contendo oito animais cada: grupo 1: veiculo; grupo 2: metotrexato (0,1 mg/kg/dia);
grupo 3: B-lapachona (60 mg/kg) e grupo 4: e grupo sham (ndo induzido e tratado com
salina). Os animais receberam todos os tratamentos via oral, uma vez ao dia durante
14 dias consecutivos. No terceiro dia do tratamento, 0,1 pL do adjuvante completo de
Fretund (FCA) (Sigma, St. Louis, Missouri, USA) foi injetado no tecido subplantar da
pata traseira direita de cada rato. O edema na pata injetada e colateral foi medido
diariamente do 3° ao 21° dia através de pletismdmetro (modelo 7150, Ugo Basile
Co.,Varese, Italy). Ao final do experimento, os animais foram anestesiados e o

coletado por puncao cardiaca para a dosagem de NO.

2.3.5 Determinacao de niveis de TNF-a e IL-6

Para investigar a participagao destas citocinas no mecanismo de agao da [3-
lapachona, os niveis de TNF-a e IL-6 presentes no exsudato dos animais submetidos
ao teste da peritonite foram determinados pelo método de ELISA utilizando kits
especificos para camundongos, de acordo com as instrucbes do fabricante
(eBioscience, San Diego, Califérnia, EUA) e todas as amostras foram testadas em

duplicata.
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2.3.6 Quantificacao de nitrito

O soro obtido dos animais do experimento da artrite e o exsudato coletado ao
final do experimento da peritonite foram utilizados para quantificar, indiretamente, os
niveis de 6xido nitrico através da quantificacdo de nitrito, um marcador da atividade
anti-inflamatéria. A quantidade de NO foi avaliada através do ensaio colorimétrico
baseado na reacdo de Griess. Aliquotas de 50uL de soro foram misturadas com 50uL
do reagente de Griess (1% sulfanilamida/ 0,1% diaminonafitiletileno, 2,5% HsPO.) e
incubadas a temperatura ambiente durante 10 minutos. A densidade 6ptica foi lida em
560 nm. A concentracdo de NO foi determinada através uma curva padrao de nitrito de
sédio (MCCARTNEY-FRANCIS et al, 1993).

2.4 Analise dos dados

As analises estatisticas entre 0s grupos experimentais foram realizadas por
meio de analise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni com intervalo
de confianca de 95%, utilizando-se o software Graph Pad prism. 5.0. Valores de p

menores que 0,05 (p<0,05) foram considerados como indicativos de significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No teste do edema de pata (tabela 1), a injecao de carragenina na pata direita
traseira dos ratos do grupo controle produziu um notavel aumento de volume desde a
primeira hora, atingindo seu efeito maximo apos cinco horas. O tratamento dos ratos
com o composto em estudo e indometacina atenuou a resposta inflamatoéria. A 8-
lapachona, na dose de 40 mg/kg, reduziu a formagéo do edema, em relagéo ao grupo
controle, na 28, 32, 42 e 52 hora apds a injecao da carragenina, onde na quinta hora
houve um maior inibicdo do edema, com valor de 40%. O efeito anti-edematogénico
da B-lapachona na dose de 60 mg/kg foi mais acentuado e estatisticamente
significante em relacdo ao grupo controle a partir da primeira hora apos a inducéo da
inflamacéo, apresentando um maior percentual de inibicdo na quinta hora — 46%. A
inibicdo da formacédo do edema pela indometacina foi significante da primeira a quinta
hora apds a administracdo do agente flogistico.

Tabela 1: Efeito da p-Lapachona no desenvolvimento do edema de pata induzido por carragenina.

Tratamento Dose (mg/kg) Ohora 12 hora 22 hora 32 hora 42 hora 52 hora
B-lapachona 40 0,07+0,01 0,16+0,01 0,2+0,03* 0,27+0,04* 0,3+0,03* 0,31+0,02*
(31%) (25%) (36%) (40%)
B-lapachona 60 0,08+0,01 0,12+0,03* 0,18+0,04* 0,2310,04* 0,26+0,04* 0,28%0,05*
(40%) (38%) (36%) (44%) (46%)
Indometacina 10 0,02+0,006 0,09+0,02* 0,18+0,01* 0,16+0,01* 0,20+0,05* 0,22+0,03*
(55%) (38%) (55%) (57%) (58%)
Controle - 0,03+0,02 0,20+0,07 0,29+0,04 0,3610,06 0,47+0,07 0,5210,08

Os dados representam a média * desvio padrao. A significancia foi determinada por ANOVA duas vias seguido pelo
pés-teste de Bonferroni. *p<0,05: estatisticamente significante em relacéo ao grupo controle.

Na inflamacéo induzida por carragenina, os sinais cardinais da inflamacéao -
edema, hiperalgesia e eritema — desenvolvem-se imediatamente ap0s a injeccéo
subcutanea, resultantes da acdo de agentes pré-inflamatérios, como bradicinina,
histamina e espécies reativas de oxigénio. Estes Ultimos podem ser gerados por
neutrofilos infiltrantes que migram para o local da inflamacéo. A resposta inflamatoéria
€ geralmente quantificada pelo aumento no tamanho da pata (edema), que é maxima

em torno de cinco horas apos a injecdo do agente flogistico (MORRIS, 2003).
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Inflamacdes locais induzidas por carragenina sdéo comumente utilizadas na
avaliagdo de drogas anti-inflamatérias e sdo modelos Uteis na avaliacdo da
contribuicdo de mediadores envolvidos nas alteragbes vasculares associadas com a
inflamacéo aguda (CUZZOCREA, 2004).

O edema é um dos primeiros sinais da inflamacao e varios estudos utilizando o
modelo de edema de pata induzido por carragenina indicam este ser um adequado
modelo in vivo para prever o valor de anti-inflamatérios que agem inibindo os
mediadores da inflamacdo aguda (MOREBISE, 2002). O edema de pata induzida por
carragenina envolve muitos mediadores que induzem reacao inflamatéria em duas
fases diferentes. Em particular, a fase inicial de inflamacao (0-1 h), tem sido atribuida
a liberacdo de histamina, 5-hidroxitriptamina, bradicinina e serotonina, seguido por
uma fase tardia (1-6 h) sustentado principalmente pela liberacdo de prostaglandinas e
a inducdo da COX-2 no tecido (NANTEL et al, 1999).

Estudos relatam que a histamina e serotonina sao liberadas principalmente
durante a primeira 1,5 h, enquanto a bradicinina é liberado até 2,5 horas apos ainjecao
de carragenina. A fase final, ocorre a superproducéo de prostaglandinas nos tecidos
e pode continuar até 5 h apos a injecao de carragenina (Pérez-Gurrero et al, 2001).

A acédo antiedematogénica da B-lapachona pode estar associada a uma inibicao
da enzima ciclooxigenase, com conseqtiente inibicdo da sintese de prostaglandinas,
levando a diminuicdo da permeabilidade vascular e reducdo de edema. Esta
propriedade da B-lapachona foi comprovada Lee et al (2005) através de estudo in vitro,
onde demonstrou em seu trabalho que esta naftoquinona reduziu significativamente a
expressao de proteinas e RNAm para COX-2. Porém, a - lapachona foi ineficaz em
relacéo a expressao de COX-1.

A indometacina € um AINE derivado do &cido indolacético e inibidor ndo-
seletivo da enzima ciclooxigenase, além de reduzir a migracdo leucocitaria e
proliferacéo de células T e B (SAYAR; MELLI, 1999). Amabeoku e Kabatende (2011)
testaram o efeito anti-inflamatoério da indometacina, na dose de 10 mg/kg, durante o
teste do edema de pata induzido por carragenina, onde foi observado uma significante
resposta anti-edematogénica deste AINE durante o periodo de 4 horas de medi¢éo do
edema, corroborando com os resultados obtidos neste trabalho.

Os resultados obtidos no teste da peritonite induzida por carragenina, quanto a

migracao leucocitaria e producéo de citocinas, estdo apresentados nas tabelas 2 e
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3. A andlise dos dados mostrou que a B-lapachona, na dose de 60 mg/kg, apresentou
uma reducdo de 78% na migracdo de leucdcitos polimorfonucleares quando
comparado com o grupo controle. A indometacina, droga de referéncia, inibiu a
migragcédo celular em 67%. O objetivo dos experimentos que usam o modelo de
peritonite aguda € avaliar os niveis de migracao de leucdcitos através da contagem do
namero total destas células que sao liberadas durante o processo inflamatério agudo.
A acdo dos anti-inflamatdérios ndo esteréides, que inibem a sintese de prostaglandinas
vasodilatadoras, causa uma reducéo do fluxo de sangue, prejudicando a migracéo de
leucécitos polimorfonucleares ao local da inflamacdo (KIM et al, 2006). A andlise
estatistica mostra que a B-lapachona, em ambas as doses, seguiu um perfil
semelhante ao da indometacina, ndo mostrando diferenca significativa na inibicao da

migragao.

Tabela 2: Nimero de polimorfonucleares (PMNL) e percentual de inibicdo da migragao leucocitaria pela
B-Lapachona no teste da peritonite induzida por carragenina.

Composto Dose (mg/kQ) N° de PMNL / mL (x10°) Inibicao (%)
B-lapachona 40 4,18+1 4* 59
B-lapachona 60 2,22+0,3* 78
Indometacina 10 3,32+0,7* 67

Controle - 10,14+1,4 -

Os dados representam a média + desvio padréo. A significAncia foi determinada por ANOVA uma via
seguido pelo pés-teste de Bonferroni. *p<0,05: estatisticamente significante em relacdo ao grupo
controle.

Para avaliar a acdo da B-lapachona sobre células do sistema imune inato, foram
determinadas as concentracoes de TNF-a e IL-6, além da determinacdo da
concentracdo de 6xido nitrico no exsudato inflamatorio. Os resultados das citocinas
presentes no exsudato inflamatério sdo mostrados na tabela 3. A B-lapachona, nas
doses de 40 e 60 mg/kg, apresentou uma reducédo dos niveis de IL-6 (38% e 88%,
respectivamente) quando comparada ao grupo controle. Os resultados mostram que
a concentracdo de IL-6 no exsudato dos animais tratados com [(-lapachona foi
estatisticamente diferente entre as doses testadas e significantes quando comparados
com a indometacina. Na dose de 40 mg/kg, a B-lapachona apresentou uma inibi¢cao

na producéo de TNF-a quando comparada com o grupo controle. Na
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dose de 60 mg/kg, a concentracao de TNF-a no exsudato inflamatorio ficou abaixo do

limite de deteccéo indicado no kit de ELISA.

Tabela 3: Efeito da p-Lapachona sobre a concentracéo de TNF-a e IL-6 no teste de peritonite induzida
por carragenina.

Composto Dose (mg/kQ) TNF-a (pg/mL) IL-6 (pg/mL)
B-lapachona 40 164,31£25,4*# 301,3+1,2*#
B-lapachona 60 - 55,8+0,5*#

Indometacina 10 367,6+10,8 385,3+0,2*
Controle - 378,1+2,3 492,2+2,3

Os dados representam a média *+ desvio padrdo. A significancia foi determinada por ANOVA uma via
seguido pelo pos-teste de Bonferroni. *p<0,05: estatisticamente significante em relagdo ao grupo
controle. #p<0,05: estatisticamente significante em relacdo ao grupo padréo.

As concentracdes de oOxido nitrico presentes no exsudato inflamatorio dos
animais submetidos ao teste da peritonite estdo representadas na figura 6. Os
resultados mostram que a B-lapachona inibiu de forma significativa os niveis de NO
guando comparado com o grupo controle. A B-lapachona, nas doses de 40 e 60mg/kg,
apresentou percentual de inibicdo da producdo de NO de 76% (4,3+£0,8) e 84%

(2,8+0,03), respectivamente, quando comparados com 0 grupo controle (18+6,3).

30+
E3 Controle
T B3 p-lapachona (40 mg/kg)
_ 20 E B-lapachona (60 mg/kg)
%_ : D Indometacina (10 mg/kg)
< = *
< 10
* *
JE =

Figura 6: Efeito da B-Lapachona sobre a concentragdo de NO na peritonite induzida por carragenina.
Os dados representam a média + desvio padrdo. A significancia foi determinada por ANOVA uma via
seguido pelo pos-teste de Bonferroni. *p<0,05: estatisticamente significante em relagdo ao grupo
controle.

A super-expressdo de citocinas inflamatoérias tais como TNF-a e IL-6 sdo

relatadas durante o desenvolvimento de inflamacgdes cronicas e desordens
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autoimunes (DINARELLO, 2002). A producdo de TNF-a ocorre em resposta aos
lipopolissacarideos (LPS) componentes da membrana de bactérias e a estimulos
inflamatorios, sendo secretado por células do sistema imune, como macrofagos
ativados, linfécitos ou mondcitos. Outros tipos celulares também secretam TNF- q,
incluindo células endoteliais, mastdcitos e tecidos neuronais. As células endoteliais
vasculares respondem ao TNF-a submetendo-se a uma série de mudancas pro-
inflamatérias, como o aumento da adesao leucocitaria, migracdo transendotelial e
extravasamento vascular (BRADLEY, 2008).

Apos ser produzido e liberado, o TNF- a ird interagir com dois receptores
diferentes designados TNFR1 e TNFR2, diferencialmente expressos em diversas
células e tecidos (APOSTOLAKI et al, 2010). Apos ligar-se ao receptor TNFR1, o TNF-
a ira ativar, através de uma cascata de sinalizacao intracelular, o fator nuclear kappa
beta (NF-kB). O NF-kB ativado ira agir no nucleo celular, induzindo a producao de
proteinas envolvidas nas respostas inflamatoria e imunoldgica responsaveis pelas
principais a¢des bioldgicas do TNF-a (VITALE; RIBEIRO, 2007).

Estudo realizado por Manna et al (1999) comprovou o efeito inibitério da B-
lapachona, em diversas concentracfes, na ativacdo do NF-kB via TNF-a em células
mieloides humanas. Este estudo também demonstrou que a B-lapachona foi capaz de
inibir a citotoxicidade celular mediada pelo TNF-a.

Aléem do TNF-a, outras citocinas exercem efeito no desenvolvimento e
manutencao do processo inflamatério envolvido na artrite reumatéide, como a IL-6.
Esta citocina é produzida por uma variedade de células incluindo os fagdécitos
mononucleares, células T e fibroblastos. Além da estimulacéo da sintese de proteinas
de fase aguda pelo figado, a IL-6 atua como um fator de crescimento para as células
B maduras e induz a sua maturacao final em células plasmaticas produtoras de
anticorpos. Outro mecanismo de acao da IL-6 é a ativacdo e diferenciacdo de células
T. Alguns dos efeitos reguladores da IL-6 envolvem a inibicdo da producéo de TNF,
fornecendo feedback negativo para limitar a resposta inflamatéria aguda. Elevada
producéo de IL-6 tem sido observada em uma variedade de doencas inflamatérias
crbnicas e auto-imunes como a tireoidite, diabetes tipo | e artrite reumatdide
(FEGHALI; WRIGHT, 1997). Portanto, qualquer tentativa bem sucedida para bloguear

estas citocinas vira a ser terapeuticamente importante.
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No ensaio da artrite induzida por adjuvante completo de Frelind, o pré-
tratamento com a B-lapachona, na dose de 60 mg/kg foi eficaz em reduzir o volume
do edema da pata neste modelo de inflamacao crénica. O edema formado apds a
inje¢cdo do adjuvante foi medido diariamente a partir do terceiro dia de tratamento

através de um pletismémetro (Ugo Basile) e os resultados obtidos estédo apresentados

na figura 7.
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Figura 7: Efeito da B-Lapachona no desenvolvimento do edema de pata na artrite induzida por
adjuvante completo de Frelind. Os dados representam a média + desvio padrdo. Os valores foram
estatisticamente significante em relagédo ao grupo controle. A significancia foi determinada por ANOVA
duas vias seguido pelo pés-teste de Bonferroni com p<0,05.

Quando comparada ao grupo controle, a B-lapachona apresentou uma resposta
antiedematogénica a partir do terceiro dia de tratamento, com maior atividade a partir
do décimo terceiro dia. O metotrexato, na dose de 0,1 mg/kg/dia, apresentou uma
melhor inibicdo nos Udltimos cinco dias de tratamento, com percentuais entre 28 e
39,8%, este Ultimo apresentado no vigésimo primeiro dia. O desenvolvimento do

edema na pata dos animais durante este ensaio esta ilustrado na figura 8.
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Figura 8: Edema da pata traseira direita de rato wistar submetido ao teste da artrite induzida por
adjuvante completo de Frelind.

Modelos de artrite em animais séo utilizados para a avaliacado do potencial de
drogas antireumaticas para o uso clinico. Porém, é necessaria a adocado de
importantes critérios na selecdo de um modelo, como: capacidade de previsao da
eficacia em humanos, facilidade de uso, reprodutibilidade dos dados, duracao razoavel
do periodo de teste e patogénese semelhante ao da artrite em humanos. O modelo de
inducao da artrite por adjuvante completo de Frelind tem sido amplamente utilizado em
testes pré-clinicos devido a suas caracteristicas em comum com a artrite reumatéide
em humanos, entre elas: inflamacédo poliarticular, proliferacdo Ossea periosteal,
reabsorcéo 6ssea e destruicao da cartilagem (BENDELE et al, 1999).

Embora a etiologia da artrite reumatoide seja desconhecida, atualmente é aceito
gue um amplo espectro de elementos celulares e humorais do sistema imunoldgico
contribui para a patologia da doenca. Estudos demonstram o envolvimento de células
T, auto-anticorpos produzidos por células B, infiltracdo de neutrofilos, linfécitos, células
mononucleares e ativacdo de macrofagos. Acredita-se que as células T ativadas
estimulam monacitos, macréfagos e fibroblastos sinoviaisa produzirem citocinas pro-
inflamatoérias, como TNF-a, IL-1B e IL-6, prostaglandinas e quimiocinas, com
consequente papel crucial destes ultimos na patogénese da artrite reumatoide. Estes
mediadores pro-inflamatorios iniciam e perpetuam o desenvolvimento da inflamacao

cronicaimuno-mediada, levando a destruicdo articular (SILVA et al, 2011).
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Radicais reativos de oxigénio também tem papel importante na patogénese da
artrite reumatoide. Dentre as células ativadas durante o desenvolvimento da doencga,
leucécitos polimorfonucleares e macréfagos sdo responsaveis pela producédo de
peréxido de hidrogénio e superéxido, que podem causar destruicdo da cartilagem, do
liquido sinovial e outros constituintes articulares. Esta atuacdo dos radicais livres, em
particular o radical superéxido, se da através do rompimento celular devido a
peroxidacéo dos lipideos da membrana (ABOTSI et al, 2010).

Os resultados obtidos no teste da artrite revelaram que a B-lapachona inibiu de
forma significativa os niveis plasmaticos de NO dos animais submetidos ao tratamento
por 14 dias, com valores estatisticos significantes quando comparado com o
metotrexato e o grupo controle (figura 9). A B-lapachona, na dose de 60 mg/kg,
apresentou percentual de inibicdo da producéo de NO de 52,9% (91,2+6,4
MM), enquanto o metotrexato, na dose de 0,1 mg/kg/dia, inibiu a producdo deste
mediador inflamatério em 34,3% (127,3+1,5 uM) quando comparados com O grupo
controle (193,7+5,2 uM). Estudo realizado por Liu et al (1999) comprovaram a eficacia
da B-lapachona em inibir a expressao e a funcdo de iINOS em macroéfagos alveolares

de ratos e anéis de aorta, corroborando com os resultados obtidos no nosso trabalho.

£3 Controke

€ p-apachana (60 mgikg)
B8 MIX (0.1 mg/kg/a)

Figura 9: Efeito da B-Lapachona sobre a concentragdo de NO na artrite induzida por Adjuvante
Completo de Fretind. Os dados representam a média + desvio padréo. A significancia foi determinada
por ANOVA uma via seguido pelo pos-teste de Bonferroni. *p<0,05: estatisticamente significante em

relacdo ao grupo controle. #p<0,05: estatisticamente significante em relacéo ao grupo padrao.

Os radicais reativos de nitrogénio, como 6xido nitrico e peroxinitrito, estao

relacionados ao desenvolvimento de doencas reumatoldgicas como a osteoartrite
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(AMIN et al, 1997) e artrite reumatdide (GRABOWSKI et al, 1997). A producéo
aumentada de oxido nitrico na cartilagem exerce efeitos catabdlicos nas fungbes dos
condrocitos, determinando a degradacao da cartilagem articular. Dentre esses efeitos
pode-se citar a inibicdo da sintese de coldgeno e proteoglicanos e ativacdo de
metaloproteinases (CLANCY et al, 1998).

O Oxido nitrico € um gés formado através da acdo das enzimas Oxido nitrico
sintases (NOS), que catalisam a reagédo de oxidacdo da L-arginina, gerando NO e L-
arginina. Trés isoformas da NOS foram descritas: a neuronal (nNOS), a endotelial
(eNOS) e a indutivel (iNOS), esta ultima produzida a partir de estimulos inflamatérios,
sendo esta Ultima forma responséavel pela producdo de NO na cartilagem articular.
Uma producao excessiva de NO pela INOS tem potencial pro- inflamatorio para células
e tecidos circunvizinhos. Dentre suas acgfes pro- inflamatérias destacam-se a
producéo de radicais livres tOxicos, como 0 peroxinitrito, citotoxicidade, promocao de
apoptose de macrofagos e estimulo a producédo de TNF-a (CLANCY et al, 1998). Ueki
et al (1996) demonstraram um aumento significativo de NO sérico em pacientes com
artrite reumatdéide em comparacdo com pacientes com osteoartrite e controles
saudaveis, onde os niveis séricos de NO correlacionaram-se com rigidez matinal,
numero de articulagdes doloridas e edemaciadas. Estudo também demonstrou uma
inibicao significativa do desenvolvimento de osteoartrite em camundongos deficientes
para iNOS no modelo de artrite induzida por colageno (VAN DEN BERG et al,1999).

Os efeitos destrutivos do NO na artrite estéo relacionados a sua capacidade de
se combinar com o radical superoxido (O2’) para gerar espécies reativas do nitrogénio.
Os elétrons desemparelhados do NO e Oz ligam-se e formam um produto
potencialmente perigoso, o peroxinitrito, o qual pode inativar uma enzima antioxidante,
a superoxido desmutase (SOD) (FERMOR et al, 2007). O equilibrio das concentragoes
de NO, O2 e SOD na cartilagem articular é crucial, ocorrendo estresse oxidativo
guando ha um desequilibrio entre a formacédo e neutralizacdo de agentes oxidantes.
Estudo realizado por Cuzzocrea et al (2005) revelou que camundongos knockout para
a SOD extracelular desenvolveram artrite induzida por colageno de forma mais severa
gue camundongos de tipo selvagem. Segundo Regan et al (2005), a expressao da
proteina SOD extracelular esta diminuida em humanos com osteoartrite e em modelos

animais para esta desordem.
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O aumento dos niveis de NO na cartilagem articular também pode resultar de
um aumento dos niveis de citocinas pré-inflamatérias, como IL-1 e TNF-a. Uma
pesquisa realizada por Sakurai et al (1995) comprovou tal afirmacéo ao constatar que
em articulagBes artriticas, os niveis dessas citocinas estdo elevados em relagéo a
articulacdes saudaveis e que contribuem para o aumento da producédo de NO. Um dos
efeitos benéficos do uso de anticorpos anti TNF-a no tratamento da artrite reumatéide
esta correlacionado com o grau de reducao da expressao de iINOS em linfGcitos de
pacientes com artrite reumatdide (FERMOR et al, 2007).

De acordo com os resultados obtidos neste estudo, podemos concluir que a B-
lapachona apresentou uma promissora atividade anti-inflamatoria e anti-artritica,
atuando nainibicdo da migracao celular, significativa atividade antiedematogénica em
modelos de inflamacéo aguda e cronica e inibicdo dos mediadores pro- inflamatoérios
TNF-qa, IL-6 e NO.
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4 CONCLUSOES

e No teste do edema de pata induzido por carragenina, a B-lapachona
apresentou atividade antiedematogénica desde a primeira hora apés a inducdo da

inflamacéo, sendo esta atividade mais pronunciada na quinta hora.

e No teste da peritonite, a B-lapachona inibiu significativamente a
migracao de polimorfonucleares para o local da inflamagéo nas duas doses utilizadas.
Emrelacao ainibicao das citocinas pré-inflamatérias TNF-a e IL-6, a dose de 60 mg/kg
apresentou melhores resultados. A dosagem de NO do exsudato inflamatério dos
animais submetidos ao teste da peritonite demonstrou melhores resultados na dose

de 60 mg/kg em relacdo ao grupo controle;

e No teste da artrite induzida por adjuvante completo de Freind, a -
lapachona apresentou inibicdo na formacdo do edema ao longo do tratamento. A
inibicdo na producédo de NO na inflamagéao crénica pela B-lapachona, na dose de 60

mg/kg, foi estatisticamente significante em relacdo ao grupo controle.
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Perspectivas

O presente trabalho demonstrou o potencial anti-inflamatorio e possivel efeito
imunomodulador da B-lapachona nos ensaios pré-clinicos, o que impulsiona o estudo
de melhoramento farmacotécnico desta molécula.

Ha um grande interesse pelo conhecimento da farmacologia da B-lapachona,
como pode ser demonstrado pelo crescente numero de publicacdes sobre o
mecanismo de atuacao desta substancia. O progresso quanto aos conhecimentos da
bioquimica das atividades enzimaticas e 0s recentes avancos da quimica
computacional em muito pode contribuir para o esclarecimento em maior profundidade
dos mecanismos de atividade da B-lapachona e, em consequéncia, para o
planejamento de uma nova droga comercial. O contexto de previsibilidade, que estes
estudos trazem, auxilia na busca de novos farmacos baseados em planejamentos

racionais, resultando na obtencéo de substancias com maior seletividade e eficiéncia.
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