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RESUMO:
A sintese de compostos semissintéticos, que empregam a mistura de produtos naturais bioativos de origem

vegetal, tem se apresentado com uma promissora alternativa para a producao de novos farmacos para patologias
com escassas ou agressivas opcOes terapéuticas. Espécies de plantas ricas em terpenos demonstraram diversas
atividades biolégicas, como agdo antibacteriana, anti-inflamatoria e anticancer. O objetivo deste estudo serd
avaliar a atividade antiedematogénica e antiinflamatéria de um composto semissintético derivado do &cido
abiético e geranial em modelos animais. O composto seré sintetizado e submetido ao teste de citotoxicidade. A
atividade antiinflamatéria do composto serd avaliada através de peritonite induzida por carragenina, com
avaliagOes de permeabilidade vascular usando albumina, pleurisia e a medigao de citocinas IL1p e TNFa, e a
avaliacdo inflamacéo crénica usando o0 modelo de granuloma induzido por pellets de algodao. Os animais (n =
6) serdo divididos em grupos com concentragdes distintas, a serem determinadas, do composto sintetizado,
controle negativo (solucdo salina) e controle positivo (indometacina e prometazina). Os dados seréo analisados
por ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey ou ANOVA de duas vias seguido pelo teste de Tukey
usando o software GraphPad Prism.
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INTRODUCAO:

Alimentos funcionais sdo aqueles que contribuem para a homeostase fisica e mental, bem como atuam a
promogdo da salde. Dentre eles, encontram-se frutas, gréos, legumes e vegetais ricos em fitoquimicos. Tais
alimentos podem atuar na regulacdo de acdes organicas proprias, incluindo o estimulo e fortalecimento do
sistema imune e inibi¢&o de processos alérgicos. Podem, ainda, agir na prevencdo de diversas doengas cronicas
como diabetes, hipertensdo, anemia, cancer, e patologias agudas resultantes da producéo de espécies reativas
de oxigénio. A fitoterapia apresenta-se, portanto, como uma importante alternativa a medicina tradicional por
ser parte integrante da cultura de paises em desenvolvimento e devido ao elevado custo para a importacao de
medicamentos sintéticos (BAILAO et al., 2015).
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Os fitoterdpicos sdao componentes da variedade e complexidade de organismos vivos de um sistema ecoldgico,
denominado de biodiversidade. Existe neles, uma variedade inestimavel de compostos naturais com estruturas
Unicas a serem descobertas e que podem ser usadas para a formulacdo de novos farmacos. Nesse aspecto,
partimos na vanguarda, por ser o Brasil, 0 pais com a maior biodiversidade do mundo (VALLI; RUSSO;
BOLZANI, 2018).

Segundo Araujo et al. (2019), a inflamacédo consiste em uma resposta fisioldgica e adaptativa que compreende
a mobilizacdo de varios mediadores quimicos desencadeada pelo estimulo de particulas ou microrganismos
nocivos. Essa resposta ativa células de defesa que, por sua vez, liberam inimeros mediadores inflamatorios,
tais como interleucina (IL-1p) e o fator de necrose tumoral (TNF-a). O processo inflamatorio ativa uma cascata
de eventos locais e sistémicos que se apresentam na forma de sinais e sintomas como dor, calor, rubor e edema,
sendo a avaliacdo do edema, um excelente parametro para avaliar o potencial antiinflamatdrio de compostos
guimicos, uma vez que consegue mensurar tanto a atividade tépica como sistémica.

As drogas utilizadas, atualmente, no tratamento das injdrias inflamatérias sdo os antiinflamatérios ndo
esteroidais (AINES) e os corticosteroides (SELVARANI; BAI, 2014), entretanto a abordagem com tais
farmacos, por longos periodos, desencadeia indmeros efeitos adversos, tais como irritagdo, prurido,
ressecamento da pele, acnes e estrias (KANAGASANTHOSH; SHANMUGAPRIYAN; KAVIRAJAN, 2015),
justificando a necessidade de buscar novas alternativas medicinais a partir de compostos naturais que oferegam
menos transtornos ao usuario (KAZEMIPOOR et al, 2012).

Medicamentos sdo classificados, pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), em diversas
categorias de acordo com sua origem e com relagéo ao seu perfil inovador, cada uma destas categorias gera um
registro especifico. Os medicamentos classificados como “medicamentos novos” abrangem uma categoria
inovadora de componentes sintéticos ou semissintéticos com comprovada eficacia e seguranga clinica
(BRASIL, 2013). Os compostos semissintéticos empregam a mistura em proporcdes variaveis de produtos
naturais bioativos modificados quimicamente para melhorar suas propriedades farmacéuticas e diminuir sua
toxicidade, apresentando-se como uma alternativa promissora no tratamento de doengas complexas e com
escassas opcoes terapéuticas (CASANOVA; COSTA, 2017).

Dentre as variadas classes de produtos naturais, os terpenos demonstram uma diversidade muito grande de
metabdlitos secundarios com consideravel variedade de estruturas e bioatividades. O &cido abiético € um
diterpeno encontrado em abundancia na resina de Pinnus eliottiis (pinheiro), com varios relatos na literatura
como substancia de partida para a sintese de compostos (GIACOMINI et al., 2005). Terpenos séo reconhecidos
por apresentar diversas atividades bioldgicas, como acdo antibacteriana, anti-inflamatéria e anticancer
(ERKAN; AYRANCI; AYRANCI, 2008). Outro terpeno de interesse farmacoldgico é o geranial, um dos
compostos majoritarios encontrados no Cymbopogon citratus, ou capim-limdo, junto com o neral formam o
citral, citado como sendo o responsavel pelas atividades atribuidas ao seu éleo essencial, tais como germicidas,

repelentes de insetos, aplicagbes na indUstria de medicamentos, entre outras. (GUIMARAES et al., 2008).
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JUSTIFICATIVA:

O amplo uso popular, para fins medicinais, de uma variedade de plantas da Floresta Nacional do Araripe carece
de estudos que fundamentem a sua aplicacdo, traga seguranca e aprimoramento do seu uso, podendo ainda,
servir de base para a descoberta de novos produtos farmaceuticos que agreguem valor a regido e incrementem d
economia local, além de enaltecer essa flora com vistas a gerar subsideos para seu manejo e conservagaol
adequados.
Ainda, a possibilidade de combinar, modificar e potencializar os efeitos farmacolégicos de substancias derivadas
de produtos naturais mostra-se como um campo de pesquisa substancialmente promissor, acima de tudo, devido,

a0 seu processo de produgdo se mostrar mais seguro, barato e sustentavel.

OBJETIVOS:

GERAL.: Avaliar a Atividade antiedematogénica e antiinflamatdria de um composto semissintético

derivado do acido abiético em modelos animais.

ESPECIFICOS:
- Sintetizar um derivado hibrido formado pela jungdo do &cido abiético e do geranial.
- Avaliar a toxicidade do composto semissintético sintetizado.

- Avaliar a atividade antiedematogénica e antiinflamatéria do derivado hibrido formulado.

METODOLOGIA/MATERIAL E METODOS:

Animais

Serdo usados camundongos swiss machos e fémeas (Mus musculus) pesando entre 20-30 g, obtidos de a
Unidade de Contencédo de Animais da Universidade Regional do Cariri. Os animais serdo alojados com comida
e 4gua ad libitum em uma sala com temperatura controlada de 22 a 24 C, em um ciclo claro / escuro de 12
horas. Antes dos experimentos, 0s animais serdo mantidos no Laboratorio de Farmacologia e Molecular
Quimica da URCA por um periodo de 24 h para aclimatiza¢do. O estudo sera realizado de acordo com as
recomendacdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e os protocolos

serdo submetidos a aprovacdo pela a Comissdo de Experimentacdo do Uso de Animais da Universidade

Regional do Cariri.
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Toxicidade

Os animais (n = 3) serdo tratados com uma Unica dose oral do composto sintetizado (2000 mg / kg) ou H20
(grupo controle). Ap6s o tratamento, 0s animais serdo observados nos seguintes periodos: 30 min, 60 min, 240
min, 360 min, 24 h e diariamente por 14 dias. A Dose letal média (DL50) sera determinada a partir do nimero
de mortes de acordo com OECD 425 (Guideline, 2011).

Avaliacdo das atividades antiedematogénica e antiinflamatéria

A avaliagdo da atividade antiinflamatoria do composto a ser sintetizado sera realizada usando modelos de
edema de pata (induzido por diferentes agentes): peritonite induzida por carragenina, com avaliagdes de
permeabilidade vascular usando albumina; pleurisia e a medigao de citocinas IL1p e TNFa; e a avaliagdo da
inflamacéo cronica usando o modelo de granuloma induzido por pellets de algoddo. Os animais (n = 6) seréo
divididos em grupos com dosagens variadas, definidas pelo teste de toxicidade e um controle negativo. A
histamina / prostaglandina E2 edema da pata, peritonite, pleurisia e os testes de granuloma serdo realizados

com as doses que se apresentarem mais eficazes (PROSPERO et al., 2018).

Edema de pata induzido por administracdo intraplantar de carragenina/dextrana

A avaliacdo do edema de pata sera feita de acordo com Lapa et al., 2003. Os animais (n=6) serdo pré-tratados
(v.0) com solucéo salina a 0,9% e as doses estabelecidas ap6s a sintese do composto semissintético. Apés 1h
do tratamento, cada animal recebera 20uL a de carragenina a 1% (v/v) ou dextrana a 1% na pata direita traseira
a 0 mesmo volume do veiculo na pata traseira esquerda. As patas traseiras direita e esquerda do animal serdo
registradas 1, 2, 3 e 4h apds a administracdo do estimulo inflamatério (WINTER; RISLEY; NUSS, 1962).

Edema de pata induzido pela administracdo intraplantar de histamina

Para a avaliacdo do processo inflamatoério induzido pela histamina. Os animais (n=6) serdo pré-tratados (v.0)
com solugdo salina a 0,9% e, prometazina 6mgkg e dose a ser estabelecida do composto a ser sintetizado. Ap6s
1h do tratamento, cada animal receberd 20pL de histamina a 1% (v/v) na pata direita traseira e 0 mesmo volume
do veiculo na pata traseira esquerda. As patas traseiras direita e esquerda do animal serdo registradas 30, 60,
90, 120 e 180min apds a administracdo do estimulo inflamatério (MALING et al., 1974).

Edema de pata induzido pela administracéo intraplantar de prostaglandina E2
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Os animais (n=6) serdo pré-tratados (v.0) e doses a serem estabelecida do composto a ser sintetizado. Apds 1h
do tratamento, cada animal receberd 20uL de prostaglandina E2 na pata direita traseira € 0 mesmo volume do
veiculo na pata traseira esquerda. As patas traseiras direita e esquerda do animal serdo registradas 15, 30, 45 e
60min apds a administragdo do estimulo inflamatério (MALING et al., 1974).

Medicg&o de edema

O método de pletismometria serd utilizado para avaliar modelos de edema de pata induzido por agentes
flogisticos (carragenina, dextrana, histamina e prostaglandina E2). Os animais terdo o volume inicial (Vi) de
suas patas traseiras direita e esquerda avaliados antes dos tratamentos. Entdo sera feita a diferenca entre o
volume final e o volume inicial das patas em cada momento através da formula: Volume da pata direita ou

esquerda (em pL) = Vf (volume final) — Vi (volume inicial) de acordo com Winter, Risley e Nuss (1962).

Peritonite

O modelo de induc&o de peritonite por carragenina serd usado para avaliar o efeito do composto semissintético
a ser formulado no recrutamento leucocitario, onde 0s grupos serdo primeiro tratados com 0,9 do veiculo salino
e as doses do composto a serem estabelecida. Apés 1h do tratamento inicial, os animais receberdo por via
intraperitoneal carragenina a 1%. 4h ap6s a indugdo da inflamacéo, os animais serdo sacrificados e 3mL de
heparina PBS (10 Ul/mL) serdo injetados na cavidade peritoneal dos animais. O fluido peritoneal sera coletado

usando uma pipeta de Pasteur e a contagem de células sera realizada (WIRTZ et al., 2007).

Avaliacdo da funcdo e migracao leucocitaria, e extravasamento de proteinas

Para avaliar a migracao leucocitaria, amostras de 1,5 mL de lavado peritoneal serdo separadas para analise
usando um dispositivo SDH-20 e para a producao de producdo de fatias para contagem diferencial de leucdcitos
serd usada coloragdo pandtica répida, que consiste na fixacdo, e uma corante acido e basico. As fatias serdo
avaliadas no microscépio 6tico seguindo a preparacdo, e o restante da amostra de lavado peritoneal sera
centrifugado e separado para medicdo de albubina e mieloperoxidase (BRADLEY; CHRISTENSEN;
ROTHSTEIN, 1982).

Para a avaliacdo do extravasamento de proteina, concentracBes de albumina serdo determinadas usando o kit
Labtest, baseado no método bromocresol verde, cuja especificidade e sua observancia serd proporcional a
concentracdo de proteinas analisadas na amostra. Entdo a amostra sera lida no Bioplus. Mieloperoxidases serao

mensuradas para a avaliacdo da fungdo leucocitéria pela adi¢do de 4L as amostras nos tubos de teste, seguido
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da adicdo de 1960 mL do reagente molibdato de O-dianisina e &gua, para avaliacdo no espectrofotdmetro.
(SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004).

Pleurisia induzida por carragenina

Primeiro os animais serdo tratados com as doses estabelecidas do composto a ser formulado. Apés 1h, a
migracdo leucocitaria serd induzida pela injecdo de carragenina (%1 i.p., 0,25mL) na cavidade pleural do
animal. 4h ap6s a indugdo, o animal sera anestesiado com ketamina e xilazina (80 e 8 mg/kg, respectivamente)
e eutanasiado por deslocamento cervical para obter o lavado pleural. 1 mL de solu¢do salina contendo EDTA
serd injetado e aspirado da cavidade pleural trés vezes para obter uma amostra representativa do fluido pleural.
O lavado pleural sera centrifugado e o sobrenadante serd armazenado para a mensuracao de citocinas. A solucéo
serd analisada em microscépio 6tico. Os resultados serdo expressos pelo ndmero total de leucdcitos por
cavidade (OLIVEIRA, 2012).

Mensuragdo de citocina

As concentragdes de TNF-a e IL-1f serdo mensuradas usando kits ELISA de acordo com os protocolos de

instrucéo.

Granuloma induzido pela implantacdo de pellets de algodéo

Quatro pellets de algoddo pesando aproximadamente 0.01g cada serdo implantados nos animais (n=6) através
de uma pequena incisao dorsal com anestesia prévia. Os animais serdo tratados com solucdo salinaa 0,9% e a
concentracdo a ser determinada do composto semissintético a ser sintetizado, por dez dias consecutivos
acompanhado da implantacéo do pellet. No décimo primeiro dia, 0s animais serdo eutanasiados e os pellets de
algodao contidos em torno do tecido fribovascular seréo removidos e secos a 37°C por 24h. Os resultados serdo

expressos pela diferenca entre o peso inicial e o peso seco final (LALITHA; SETHURAMAN, 2010).

Analise Estatistica

Os dados serdo analisados por ANOVA de uma via seguida pelo teste de Tukey ou ANOVA de duas vias
seguido pelo teste de Tukey usando o software GraphPad Prism (GraphPad, San Diego, CA, EUA). Valores
serdo expressos como o erro padrdo medio da média (SEM) e diferengas com p <0,05 sendo considerado

significativo.
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CRONOGRAMA DE ATIVIDADES

SEMESTRE

ATIVIDADES 21.1 [21.2 [22.1 [22.2 [23.1 |23.2(24.1 |24.2
Levantamento bibliogréafico X[ X[ X | X ]| X | X| X
Elaboracéo do projeto e X | X
submissdo ao Comité de ética em
pesquisa animal
Testes clinicos X | X | X [X
IAndlise dos dados X | X | X
Elaboragdo e submisséo de artigos X | X| X | X
ciéntificos.
Qualificacdo X
Defesa da tese X
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