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1. INTRODUCAO

A reacdo inflamatdria € uma resposta do organismo a infecgoes e agressoes teciduais
na tentativa de restabelecer a homeostasia. Trata-se de um processo bioldgico complexo que
envolve uma série de eventos bioquimicos e celulares que consistem na migracao e ativacédo
de leucdcitos, reacdes sistémicas e vasculares que sdo consideradas uma resposta protetora
do hospedeiro a invasores estranhos e tecidos necréticos, podendo ela mesmo causar uma
lesio tecidual (CRUVINEL; ARAUJO; SILVA, 2010; OLCZYK; MENCNER;
KOMOSINSKA-VASSEV, 2014).

Dentre os medicamentos mais prescritos para o tratamento distarbios inflamatérios,
destacam-se os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES). No entanto, essa classe de
medicamentos podem provocar o aparecimento de efeitos adversos nos sistemas nervoso,
renal, hepatico, cardiaco e gastrointestinal (DWIVEDI et al., 2015). Diante disso, a busca
pelo desenvolvimento de novos medicamentos e formulagbes farmacéuticas com potencial
terapéutico e menores indices de implicacfes aos pacientes, tornaram-se alvo de inimeros
estudos por parte de pesquisadores e da industria farmacéutica.

Nesse contexto podemos inserir os flavonoides. Os flavonoides sdo metabdlitos
secundarios presentes em plantas medicinais e também podem ser obtidos de forma sintética.
S&o frequentemente encontrados como formas glicosiladas ou esterificadas (agliconas),
consistindo em anéis C6-C3-C6, definidos como anéis A e B ligados pelo anel tricarbono C
(Figura 1). De acordo com as variagfes do padrdo de substituicdo na sua estrutura, 0S
flavonoides podem ser classificados em diferentes subclasses, tais como: isoflavonas,
antocianidinas, flavonas, flavonois, flavanodis, flavanonas, flavanolonas, auronas,
isoflavonas, isoflavanonas, biflavonas e xantonas (WANG,; LI; Bl, 2018).

Figura 1: Esqueleto (estrutura) basica dos flavonoides.




Dentre os flavonoides, podemos destacar a Morina (C1sH1007; 302,24 g/mol). Esse
composto encontra-se presente em frutas, vegetais, chas, vinhos e trata-se de um pigmento
amarelado que é isolado principalmente de plantas pertencentes a familia Moraceae, como a
amora (Chlorophora tinctoria), améndoa (Prunus dulcis), agrido (Lepidium sativum) e
também de plantas da familia Myrtaceae como a goiabeira (Psidium guajava). Sua estrutura
quimica consiste em dois anéis aromaticos (A e B) que estdo ligados por um oxigénio
presente no heterociclo (anel C) (Figura 2) (WIJERATNE; ABOU-ZAID; SHAHIDI, 2006;
XIE et al., 2006; DE MARTINO et al., 2012; NASO et al., 2013; SIVARANJANI et al.,
2016).

Figura 2: Estrutura quimica da morina (C1sH1007; 302,24 g/mol).

Fang e colaboradores (2003) relataram que a morina é capaz de inibir a resposta
inflamatoria induzida por lipopolissacarideos (LPS), inibindo assim a producdo de algumas
citocinas como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 (IL-1p) e interleucina
12 (IL-12), indicando que a morina é uma molécula promissora para a terapia anti-
inflamatdria (FANG et al., 2003). Estudos prévios mostraram que o morina reduziu a
expressdo de mediadores inflamatdrios como metaloproteinases, ciclooxigenase-2 (COX 2)
e o fator de transcricdo NF-kB durante a hepatocarcinogénese induzida por dietilnitrosamina
em ratos, demostrando seu potencial anti-inflamatério (SIVARAMAKRISHNAN;
DEVARAJ, 2009, 2010). Lee e colaboradores (2008) relataram que a morina apresenta
propriedades hepatoprotetoras, pois foi capaz de evitar o dano hepatico por inducdo de
tetrasol (CCls) em ratos, através da inibi¢&o da producéo de TNF-a, IL-1p, interleucina 6 (IL-
6) e INOS (LEE et al., 2008).

A morina apresenta um grande potencial para o tratamento de cancer, pois apresentou

atividade antitumoral efetiva contra o cancer de figado (HYUN et al., 2015), cancer de mama



(JIN et al., 2014) e cancer de colo do Gtero (KARTHIK; VENNILA; NALINI, 2009). A
morina apresenta efeito cardioprotetor, pois foi capaz de impedir o infarto do miocéardio de
ratos através da inducdo de isoproterenol. Esse farmaco aumenta a frequéncia cardiaca
(taquicardia), porém o tratamento dos animais com morina em diferentes doses reduziu a
frequéncia cardiaca, mantendo-a em niveis normais (AL-NUMAIR; CHANDRAMOHAN;
ALSAIF, 2012).

Estudos realizados por Vanitha e colaboradores (2014) demonstraram que a morina é
capaz de prevenir a destrui¢ao de células B-pancreaticas em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina e, desse modo, exerce seu efeito anti-hiperglicémico, podendo ser utilizada
para o tratamento e controle da diabetes mellitus (VANITHA et al., 2014). A morina
apresenta efeito anti-hiperuricémico pois reduziu a producdo de &cido urico em ratos, através
da inibicdo da expressdo de RNA mensageiro (RNAm) da xantina desidrogenase hepatica /
xantina oxidase, bem como a diminuicdo da reabsorcdo de urato através da modulacéo da
alteracao dos niveis de RNAm do transportador de glicose (MGLUT9) e do transportador de
acido arico (MURAT1) (ZHANG et al., 2016).

Diante de todas as atividades farmacoldgicas descritas na literatura, a morina pode
ser considerada como uma substancia promissora para futuras investigacdes. No entanto,
assim como os demais flavonoides, a morina apresenta baixa solubilidade em agua, que vai
implicar diretamente na sua biodisponibilidade, limitando seus efeitos farmacolédgicos. Dessa
forma, algumas técnicas podem ser utilizadas para manter e/ou aperfeicoar o potencial
terapéutico da morina, melhorar sua solubilidade em &gua e estabilidade, como por exemplo,
a utilizacdo de dispersdes solidas, encapsulacdo em nanoparticulas (nanoparticulas
poliméricas, lipidicas e lipossomas) e a complexacdo com ciclodextrinas (CDs) (MENEZES
etal., 2017; PEREZ-ABRIL et al., 2017).

Dentre os sistemas de liberacdo de farmacos citados acima, as CDs apresenta uma
grande relevancia cientifica, pois ja sdo utilizadas nas industrias alimenticia, cosmética,
quimica e farmacéutica. Suas principais aplicacdes sao: protecdo dos farmacos contra agentes
externos (luz e oxigénio), fixagdo de substancias volateis, mascarar o odor e o sabor
desagradavel e aumento da solubilidade de farmacos pouco solveis. Em relacéo a industria

farmacéutica de modo especifico, as CDs vem sendo utilizadas principalmente na



complexacéo de fArmacos com o objetivo de diminuir a toxicidade e aumentar a solubilidade,
consequentemente aumentando a biodisponibilidade e o efeito farmacoldgico (DEL VALLE,
2004; JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018).

As CDs sdo oligossacarideos ciclicos obtidos a partir da degradacdo enzimatica do
amido pela enzima ciclodextrina glicosiltransferase. As CDs naturais (Figura 3) sdo
compostas por seis, sete ou oito unidades de D-glucopiranose, que sdo unidas por ligacdes
do tipo a-1,4 e sao denominadas a, B e y CDs, respectivamente. Essas moléculas apresentam
a forma de cone truncado, com a presenca de grupos hidroxila das unidades de D-
glucopiranose orientados para o exterior da cavidade, conferindo carater hidrofilico a
superficie externa. Por outro lado, a cavidade interna das CDs é revestida por atomos de
hidrogénio, oxigénio glicosidico e grupos CH2, apresentando um carater relativamente
hidrofobico, que favorece a formagdo de complexos de inclusdo (CI) com moléculas
hospedes lipofilicas de tamanho adequado (DEL VALLE, 2004; JANSOOK; OGAWA;
LOFTSSON, 2018).

A hidroxipropil-p-ciclodextrina HP-B-CD ¢ uma CD modificada derivada da 3-CD
através da sua reacdo com 6xido de propileno em solugdo alcalina. Nessa reagdo, um ou mais
grupos hidroxilas da B-CD se ligam aos radicais hidroxipropil, reduzindo assim sua
cristalinidade, tornando-se amorfa, resultando em uma melhor solubilidade aquosa e em
perfis toxicologicos mais baixos. Essas caracteristicas tornam a HP-B-CD uma das CDs mais
utilizadas para o desenvolvimento de formulag@es para aplicacio oral ou parenteral (PEREZ-
ABRIL etal., 2017; JANSOOK; OGAWA; LOFTSSON, 2018).

Diante do exposto, 0 objetivo do presente projeto foi avaliar as atividades anti-
hiperalgésica e anti-inflamatoria in vivo do complexo de inclusdo da morina com HP-B-CD,
comparando-o com a morina livre. Trata-se de um trabalho promissor, com perspectivas para
o desenvolvimento de novas propostas terapéuticas para o tratamento de disturbios dolorosos
e inflamatdrios, além de gerar instrumentos de fomento a pesquisa, desenvolvimento de

tecnologias e inovagoes.



2. METODOLOGIA

2.1. Preparo do complexo

O CI foi preparado na razédo molar 1:1 de morina e HP-B-CD, baseado nos pesos
moleculares dessas substancias, pelo método de liofilizacdo adaptado de Carvalho et al.,
2017. Inicialmente, HP-B-CD (1380 mg) foi dissolvida em 20 mL de agua ultrapura e a
solucdo foi submetida a agitacdo magnetica sob temperatura de 40 °C, para a completa
solubilizagdo da HP-B-CD. Em seguida, adicionou-se morina (302 mg) e a solugéo obtida foi
submetida a agitacdo magnética por 36 horas com velocidade de 400 rpm sob temperatura

ambiente. A solucdo foi congelada sob temperatura de — 20 °C por 24 horas e liofilizada.

2.2. Avaliacdo da atividade anti-hiperalségica e anti-inflamatoria

2.2.1. Animais

A avaliacdo da atividade anti-inflamatéria foi realizada com camundongos Swiss
machos, com peso entre 25 - 30 g e idade de 2 - 3 meses. Os animais foram obtidos do biotério
setorial do departamento de fisiologia da UFS e transferidos de forma aleatoria
(randomizada) para gaiolas apropriadas, as quais, foram alocadas na sala de manutencgdo
animal do LANEF. Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12:00h/12:00h
(claro: 6 as 18 horas; escuro: 18 as 6 horas), sob temperatura de 25 + 0,5 °C e exaustdo de ar,
com acesso livre a adgua e racdo até 60 minutos antes dos experimentos. Os protocolos
experimentais dessa pesquisa foram aprovados pelo comité de ética em pesquisa com animais

da UFS sob o nimero de aprovacgédo 18/2018.

2.2.2. Hiperalsegia induzida por carragenina

A atividade anti-hiperalségica foi avaliada pelo ensaio de hiperalsegia induzida por
carragenina. A hiperalgesia mecénica induzida pela injecdo de carragenina foi avaliada
atraves de analgesimetro digital (Digital Von Frey, Insight®, Brasil), de acordo com o0s

procedimentos descritos por Cunha et al., 2004. Antes do inicio do teste, os animais foram



colocados em gaiolas de acrilico (12 x 10 x 17 cm) com piso de grade durante 30 minutos.
Uma forca ou estimulo crescente constante, foram aplicados na superficie ventral da pata
posterior direita do animal, com auxilio de uma ponteira adaptada no equipamento, até se
observar um “flinch” ou a retirada da pata. Nesse momento o equipamento registra a forca
em gramas. O “end point” foi caracterizado pela retirada da pata e a intensidade do estimulo
foi obtida pela média de cinco medidas realizadas com intervalos minimos de 3 minutos. Os
animais foram avaliados antes e apds os tratamentos. Os animais foram divididos em cinco
grupos (n = 6): Sham; veiculo (salina 0,9% + tween 80; v.0.); morina livre (100 mg/kg; v.0.);
complexo Morina/HP-B-CD (100 mg/kg; v.0) e indometacina (10 mg/kg; v.0.). Exatamente
1 hora apds os tratamentos, 20 uL de carragenina (300 ug/pata) foram injetados na pata
posterior direita dos animais. A hiperalgesia mecanica foi avaliada em 1, 2, 3 e 4 horas ap6s

a injecdo do agente hiperalgésico (CUNHA et al., 2004).

2.2.3. Pleurisia induzida por carragenina

A atividade anti-inflamatdria foi avaliada pelo ensaio de pleurisia induzida por
carragenina. Para avaliar a inflamacdo provocada pela pleurisia, os animais foram divididos
em cinco grupos (n = 6): Sham; veiculo (salina 0,9% + tween 80; v.0.); morina livre (100
mg/kg; v.0.); complexo Morina/HP-B-CD (100 mg/kg; v.0) e indometacina (10 mg/kg; v.0.).
A pleurisia foi induzida nos animais por meio da administracdo intrapleural de 100 pL de
suspensdo de carragenina (1%; p/v) dissolvida em solucdo salina (OLIVEIRA et al., 2012).
4 horas ap6ds a inducéo da pleurisia, 0s animais foram eutanasiados e o exsudato inflamatério
pleural de cada animal foi coletado por meio de lavagem pleural com 1 mL de tampéo fosfato
(PBS) contendo 10 mM de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA). O volume de exsudato
foi centrifugado (1500 rpm - 10 min) e o sobrenadante foi coletado para a determinacéo dos
niveis de leucdcitos e citocinas no fluido pleural. Os leucdcitos totais foram contados com
auxilio de uma camara de Neubauer. Os niveis de TNF-a na cavidade pleural foram avaliados

4 horas apo0s a injecdo de carragenina através da técnica de ELISA.



3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na hiperalgesia induzida por carragenina a morina livre e o complexo Morina/HP-f-
CD apresentou efeito anti-hiperalgésico em 1 (p <0,001) 2 (p <0,001) 3 (p <0,001) e 4 (p
<0,001) horas apds a indu¢do, quando comparado ao controle (Figura 3). O presente estudo
demonstra que morina e o complexo foram capazes de inibir a hiperalgesia mecénica
induzida por carragenina, demonstrando efeito anti-hiperalgésico no modelo de dor
inflamatoria induzida por carragenina.
Figura 3: Efeito anti-hiperalgésico de morina livre (100 mg/kg), complexo de inclusao
morina/HP-B-CD (100 mg/kg), indometacina (10 mg/kg), Sham (animais saudaveis) e
veiculo (Salina 0,9% + tween 0,2%) em hiperalgesia induzida por carragenina em
camundongos. As doses foram administradas por via oral 1 hora antes da injecdo de

carragenina. Valores representam a média + desvio padrdo (n = 6). *** p <0,001 versus

controle.
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Com o ensaios de pleurisia realizados, observou-se que a administracdo de
carragenina no espaco pleural de camundongos induz um processo inflamatério com aumento
na contagem total de leucdcitos e desregulacdo na liberacdo de TNF-a no liquido pleural. O
tratamento com o complexo morina/HP-B-CD e com a morina livre na dose de 100 mg/kg
administrados pela via oral demonstrou uma reducdo significativa na contagem total de

leucocitos quando comparado ao grupo veiculo (Figura 4). Além disso, é importante ressaltar



que o complexo morina/HP-B-CD n&o apresentou diferenca significativa em relagdo a
indometacina, ou seja, apresentou um efeito praticamente igual ao farmaco utilizado como
controle positivo para o ensaio in vivo.

Figura 4: Efeito da morina livre e do complexo morina/HP-B-CD na migracéo leucocitaria
apos a pleurisia induzida por carragenina. Grupo sham (animais saudaveis), veiculo, morina
(100 mg/kg), complexo morina/HP-B-CD (100 mg/kg) e indometacina (10 mg/kg) foram
administradas oralmente apds 1 hora da injecdo da carragenina. Os valores foram expressos
de acordo com a média e o desvio padrao dos ensaios (n = 6). ** p < 0,01 e *** p < 0,001

comparados com o veiculo.
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O complexo morina/HP-B-CD e a morina livre, além de inibirem a migragédo
leucocitaria, também foram capazes de inibir a liberacdo do TNF-a, que é uma das principais
citocinas que controlam o processo inflamatério, aumentando a expressao da COX e PGE2.
A injecdo de carragenina provocou um aumento substancial na produgdo de TNF-a no
exsudato pleural, porém, o tratamento com o complexo Mo/HP-B-CD e com a morina livre
na dose de 100 mg/kg administrados pela via oral, demonstrou uma redugéo significativa nos

niveis de TNF-a quando comparado ao grupo veiculo (Figura 5).
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Figura5: Efeito da morina livre e do complexo Mo/HP-B-CD na inibi¢do dos niveis de TNF-
a. Grupo sham (animais saudaveis), veiculo, morina (100 mg/kg) e complexo Mo/HP-B-CD
(100 mg/kg) foram administradas oralmente apds 1 hora da inje¢do da carragenina. Os

valores foram expressos de acordo com a média e o desvio padrdo dos ensaios (n = 6). ** p
< 0,01 e *** p < 0,001 comparados com o veiculo.
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Nossos resultados demonstram que o complexo morina/HP-B-CD e a morina livre
além de apresentar atividade anti-hiperalgésica, foram capazes de inibir o influxo de células
leucocitarias induzido por carragenina e diminuir os niveis de citocinas pro-inflamatorias,
como 0 TNF-a no liquido pleural, confirmando o potencial anti-inflamatério do complexo
morina/HP-B-CD e da morina livre. O presente estudo apresenta uma inovagdo com a morina,
pois a complexacdo desse flavonoide na HP-B-CD, obtendo o complexo morina/HP-B-CD,
aumenta o potencial farmacol6gico. A melhora no efeito farmacoldgico é devido as melhorias
nas propriedades da morina apos a complexagdo com a HP-B-CD, como o aumento da
solubilidade, dissolucéo e biodisponibilidade oral, além do fato, de ser possivel utilizar doses
menores, diminuindo a possibilidade de efeitos adversos. Portanto, 0 complexo morina/HP-

B-CD apresenta grande potencial para atuar como um agente anti-inflamatorio.
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4. OUTRAS ATIVIDADES

Na&o se aplica.
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