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RESUMO

FELICIO, Matheus Brum, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, agosto de 2022.
Farmacocinética, atividade anti-inflamatéria, antinociceptiva e antioxidante do 2-benzil-
1,3-difenil-1,3-propanodiona: um enfoque na doenca inflamatéria intestinal e no edema
de pata. Orientadora: Marisa Alves Nogueira Diaz. Coorientadores: Fabricio Luciani Valente,
Gaspar Diaz Muioz, Leandro Licursi de Oliveira, Maria do Carmo Gouveia Pelizio e Virginia
Ramos Pizziolo.

Dada a etiologia complexa das doengas inflamatdrias, o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas com diferentes mecanismos de acdo se torna importantissimo. Por isso, esse
trabalho buscou determinar a farmacocinética e a atividade anti-inflamatoria, antinociceptiva e
antioxidante de um derivado sintético do dibenzoilmetano (DBM), o 2-benzil-1,3-difenil-1,3-
propanodiona (DPBP) com enfoque na doenca inflamatdria intestinal e no edema de pata. A
sintese do composto DPBP foi realizada por meio de uma reacdo de alquilagcdo utilizando-se
DBM como composto de partida. A mistura reacional foi agitada vigorosamente durante 144h,
filtrada, o residuo obtido da evaporagao do solvente foi purificado em cromatografia de camada
delgada e a identificagao do DPBP foi realizada por ressonancia magnética nuclear. A atividade
farmacocinética foi avaliada pela administragio do DPBP pelas vias intraperitoneal e
transdérmica. A atividade anti-inflamatoria foi avaliada pela inducdo do edema de pata com
formalina e da concentracdo tecidual de citocinas anti-inflamatérias (IL-4 e IL-10) e pré-
inflamatérias (IFN-y), a atividade antinociceptiva foi avaliada pelo tempo que os animais
passaram lambendo, sacudindo ou mordendo a pata e pelas contor¢des abdominais induzidas
por injecdo peritoneal de dcido acético. A atividade antioxidante foi avaliada pela atividade de
enzimas antioxidantes como superdoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa s-
transferase (GST), pela concentragdo tecidual de malondialdeido (MDA) e 6xido nitrico (NO).
ApO6s a administracdo do DPBP por via transdérmica ou intraperitoneal foi possivel detectd-lo
no soro dos animais por até 12 horas e a passagem do composto pelo figado aconteceu
tardiamente quando administrado na cavidade intraperitoneal e inicialmente quando
administrado pela rota transdérmica. O DPBP administrado pela via transdérmica demonstrou
atividade antioxidante reduzindo a concentragdo tecidual de 6xido nitrico no intestino delgado
de animais com doenca inflamatdria intestinal, no entanto, ndo apresentou capacidade de
melhorar a arquitetura intestinal destes animais. A administragcdo por via intraperitoneal reduziu
o edema de pata e o tempo que os animais passaram lambendo, sacudindo ou mordendo as patas

apos indugdo da inflamagdo e dor pela injecdo de formalina, reduziu as contor¢cdes abdominais



induzidas por 4cido acético e reduziu a infiltracdo de células de defesa na pata dos animais.
Além disso, foi capaz de aumentar a producdo de citocinas anti-inflamatérias como IL-4 e IL-
10 e aumentar a atividade de enzimas de defesa antioxidante como SOD e GST. Dessa forma,
os resultados apresentados levam a concluir que o DPBP possui atividade anti-inflamatéria,
antinociceptiva e antioxidante, o que o torna um importante candidato a farmaco para

tratamento da inflamacdo e seus sintomas.

Palavras-chave: Dibenzoilmetano. Beta-dicetonas. Inflamagdo. Farmacos anti-inflamatérios.
Estresse oxidativo.



ABSTRACT

FELICIO, Matheus Brum, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2022.
Phamacokinetics, anti-inflammatory, antinociceptive and antixidant activity of 2-benzyl-
1,3-diphenyl-1,3-propanodione: a focus on inflammatory bowel disease and paw edema.
Adviser: Marisa Alves Nogueira Diaz. Co-advisers: Fabricio Luciani Valente, Gaspar Diaz
Muiioz, Leandro Licursi de Oliveira, Maria do Carmo Gouveia Peldzio and Virginia Ramos
Pizziolo.

Given the complex etiology of inflammatory diseases, the development of therapeutic strategies
with different mechanisms of action becomes extremely important. Therefore, this work aimed
to determine the pharmacokinetics and anti-inflammatory, antinociceptive and antioxidant
activity of a synthetic derivative of dibenzoylmethane (DBM), 1,3-diphenyl-2-benzyl-1,3-
propanedione (DPBP) with a focus on inflammatory disease bowel and paw edema. The
synthesis of the DPBP compound was carried out through an alkylation reaction using DBM as
the starting compound. The reaction mixture was stirred vigorously for 144h, filtered, the
residue obtained from solvent evaporation was purified by thin-layer chromatography and the
identification of DPBP was carried out by nuclear magnetic resonance. Pharmacokinetic
activity was assessed by intraperitoneal and transdermal administration of DPBP. Anti-
inflammatory activity was evaluated by formalin-induced paw edema and tissue concentration
of anti-inflammatory (IL-4 and IL-10) and pro-inflammatory (IFN-y) cytokines, antinociceptive
activity was evaluated by the time the animals spent licking, shaking or biting the paw and by
the abdominal writhing induced by peritoneal injection of acetic acid. Antioxidant activity was
evaluated by the activity of antioxidant enzymes such as superoxide dismutase (SOD), catalase
(CAT) and glutathione s-transferase (GST), by tissue concentration of malondialdehyde (MDA)
and nitric oxide (NO). After transdermal or intraperitoneal administration of DPBP, it was
possible to detect stable serum concentrations for up to 12 hours and the passage of the
compound through the liver occurred late when administered in the intraperitoneal cavity and
initially when administered by the transdermal route. DPBP administered by the transdermal
route demonstrated antioxidant activity by reducing tissue concentration of nitric oxide in the
small intestine of animals with inflammatory bowel disease, however, it did not show the ability
to improve the intestinal architecture of these animals. Intraperitoneal administration of DPBP
reduced paw edema and the time animals spent licking, shaking, or biting the paws after
formalin-induced inflammation and pain, reduced the acetic acid-induced abdominal writhing

as well, and reduced cell infiltration of defense in the animal's paw. Furthermore, DPBP was



able to increase the production of anti-inflammatory cytokines such as 1L-4 and IL-10 and
increase the activity of antioxidant defense enzymes such as SOD and GST. Thus, the results
presented lead to the conclusion that DPBP has anti-inflammatory, antinociceptive and
antioxidant activity, which makes it an important drug candidate for the treatment of

inflammation and its symptoms.

Keywords: Dibenzoylmethane. Beta-diketones. Inflammation. Anti-inflammatory agents.
Oxidative stress.
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INTRODU(}AO GERAL
1. Desafios da descoberta e desenvolvimento de novos medicamentos

O caminho entre o descobrimento, desenvolvimento, aprovagdo e comercializacdao de
um medicamento € longo, oneroso e passivel de falhas. Os custos para se desenvolver um tnico
medicamento podem chegar a até US$ 2,0 bilhdes e pode demorar mais de uma década até que
seja finalizado. A fase mais cara do desenvolvimento de medicamentos é a fase dos ensaios
clinicos, onde cerca de 50% dos valores investidos sdo gastos. As taxas de sucesso entre as
fases sdo varidveis, no entanto, apenas 10% dos compostos que iniciam os ensaios clinicos
chegam até a fase regulatéria (10, 2018; HARRER et al., 2019; SCHLANDER et al., 2021).

Os custos com as falhas no desenvolvimento de medicamentos envolvem valores
consideraveis que podem variar entre US$ 800 milhdes a US$ 1,4 bilhdes (HARRER et al.,
2019). Por isso, a indudstria farmacéutica, em especial o setor de pesquisa e desenvolvimento,
estd constantemente buscando estratégias para reduzir os custos e acelerar o todo o processo de
desenvolvimento e aprovacio de farmacos que sejam realmente promissores. E notdvel que
para atingir esse objetivo existe uma transi¢do dos métodos utilizados para descobrimento e
desenvolvimento de medicamentos (BERDIGALIYEV; ALJOFAN, 2020).

Historicamente, a descoberta de medicamentos dependia apenas de produtos naturais
como fonte primdria de agentes terapéuticos e sua utilizacdo acontecia na forma de plantas
inteiras, misturas ou extratos vegetais. As plantas medicinais ainda sdo uma valiosa fonte de
moléculas candidatas a agentes terapéuticos e, evidentemente, varias patologias foram relatadas
como tendo sido tratadas com sucesso com formula¢des naturais ou de origem natural
(NEWMAN; CRAGG, 2016). No entanto, por meio dos avangos no processos de identificacdo,
isolamento e purificacdo de compostos de origem vegetal, dedicou-se aten¢do a utilizagdo de
compostos ativos purificados (THOMFORD et al., 2018; DAVISON; BRIMBLE, 2019).

A pesquisa de novos candidatos a medicamentos a partir de produtos naturais € muitas
vezes dificultada pela complexidade das misturas moleculares presentes nessas matrizes. Em
geral, a atividade terap€utica dos extratos vegetais acontece por causa da acdo sinérgica e
simultanea de varios compostos quimicos. Dada a natureza complexa desses extratos, ndo €
surpreendente que, em alguns casos, a descoberta de medicamentos a base de um unico
composto isolado falhe em fornecer o efeito bioldgico observado pelos extratos (LI; WENG,
2017). O avanco da ciéncia e da tecnologia ajudou a mudar o foco da descoberta de

medicamentos do tradicional processo de descoberta como o uso de plantas medicinais para a
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sintese de pequenas moléculas, com relativa estabilidade quimica e de fécil caracterizacdo de
reatividade (THOMFORD et al., 2018)

Nas ultimas décadas, percebe-se que a modernizacdo e incorporagdo de tecnologias
computacionais, como a inteligéncia artificial, e analiticas, como a genOmica, protedmica e
metaboldmica estdo contribuindo na triagem e tomada de decisdo dos candidatos a agentes
terapéuticos que serdo testados. Isso se deve principalmente pela possibilidade de predicao da
atividade, seguranca, farmacocinética e toxicidade das moléculas estudadas (THOMFORD et

al., 2018; HARRER et al., 2019).

Uma das metodologias aplicadas pela industria farmacéutica nas fases iniciais dos
trabalhos para descobrimento de novos medicamentos € a utilizagdo de um modelo de triagem
de farmacos de alto rendimento com base em bibliotecas de moléculas pequenas. O objetivo
dessa técnica € efetuar o rastreamento de forma sistemdtica da atividade de milhares de
compostos de baixo peso molecular que modulem algum alvo ou processo bioldgico,
possibilitando analisar as respostas celulares a um farmaco experimental (HO et al., 2012;
SANTOS et al., 2017).

Ja os métodos de planejamento de farmacos auxiliado por computadores envolvem dois
tipos de abordagens: as baseadas na estrutura 3D do alvo terapéutico e as baseadas no ligante
(SLIWOSKI et al., 2014) O método baseado na estrutura analisa a estrutura do alvo biolégico
e identifica os sitios importantes para sua funcdo biolégica. Em seguida, softwares
computacionais auxiliam no desenvolvimento de compostos capazes de interagir com o alvo
identificado com o intuito de afetar sua funcdo bioldgica. Por outro lado, o0 método baseado no
ligante, avalia as propriedades fisico-quimicas dos ligantes conhecidos para, em seguida,
fornecer diferentes opcdes de novos ligantes com a atividade desejada. Essas técnicas fornecem
modelos de compostos com alta probabilidade de serem ativos e com melhores propriedades de
absorcdo, distribui¢do, metabolismo e toxicidade ((BAJORATH, 2016; ABDOLMALEKI et
al., 2017). Dessa forma, podem ser utilizadas até mesmo antes da triagem virtual para filtrar
compostos em grandes bibliotecas de moléculas pequenas, reduzindo o nimero de compostos
a serem sintetizados e testados e, consequentemente, as despesas com os experimentos (FAVER
et al., 2013; MACALINO et al., 2015; OPREA; OVERINGTON, 2015)

O reaproveitamento ou reposicionamento de farmacos também aparece como uma
estratégia promissora utilizada pela industria farmacéutica na intencao de reduzir os custos € o
tempo para o desenvolvimento de um medicamento. Essa alternativa consiste na descoberta de

novas indicagdes farmacéuticas para medicamentos ja comercializados, reduzindo o tempo de
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desenvolvimento de um novo farmaco e todos os custos associados a isso (XUE et al., 2018;
GNS et al., 2019; PUSHPAKOM et al., 2019) A descoberta do novo uso terapéutico pode
acontecer por acaso, fruto das observacdes de efeitos colaterais apds comercializacdo dos
medicamentos ou utilizando abordagens sistemdticas, como as experimentais ou
computacionais (PARVATHANENI et al., 2019).

Alguns medicamentos como o sildenafil, inicialmente desenvolvido para hipertensdo, mas
atualmente utilizado para o tratamento da disfungdo erétil e o metformina, prescrito para o
tratamento da diabetes e atualmente prescrito também para tratamento dos sintomas associados
a sindrome do ovério policistico sdo exemplos da aplicacdo dessa estratégia (ALJOFAN;
GAIPOV, 2019; ALJIOFAN; RIETHMACHER, 2019; BOOLELL et al., 1996). A combinacgio
dessas tecnologias permite que a industria farmacéutica descobra, desenvolva e produza

medicamentos gastando menos e economizando tempo.

2. Vias alternativas de administracdo de medicamentos anti-inflamatérios

A inflamacdo € uma resposta imune essencial a estimulos nocivos, como patégenos e
danos celulares. Sua principal funcao € eliminar os agentes agressores e estimular a homeostase
tecidual (MEDZHITOV, 2010). Contudo, quando o processo inflamatério ndo é controlado e a
inflamacao persiste de uma forma cronica, pode resultar numa série de doengas como artrite
reumatéide (ARAKI; MIMURA, 2016), doenga inflamatéria intestinal (SOUFLI et al., 2016),
aterosclerose (STEVEN et al., 2019), Alzheimer, entre outras (HEPPNER; RANSOHOFF;
BECHER, 2015).

Atualmente, uma série de medicamentos estdo disponiveis para o tratamento da
inflamagdo. A acdo desses medicamentos envolve uma diversidade de mecanismos de agdo,
mas o principal mecanismo utilizado € baseado na inibicdo da atividade das enzimas
cicloxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2), resultando na redugdo da producdo tecidual de
prostaglandinas e consequentemente da inflamacdo e dor. Outros mecanismos de a¢cdo também
sdo descritos como as terapias anticitocinas, utilizando-se agentes terapéuticos que reduzem a
atividade de citocinas especificas ou de seus receptores; e a inibicao da migracdo de células
para o tecido inflamado pela redugdo da diferenciacdo celular e producdo de moléculas de
adesdao (DINARELLO, 2010; BRUNE; PATRIGNANI, 2015).

A via de administracao oral tém sido a principal rota de entrega de medicamentos com
acdo terapéutica anti-inflamatéria. Essa via de administracdo apresenta vantagens por ser de

facil administracdo, pouco invasiva e amplamente aceita pelos pacientes. No entanto, € uma via
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que apresenta uma série de limitagdes que, em alguns casos, fazem com que sua utilizagdo nao
seja recomendada (HOMAYUN; LIN; CHOI, 2019). Apesar de sua eficdcia em graus variados,
a utilizacdo cronica desses medicamentos apresentam efeitos colaterais indesejaveis, como
sangramento gastrointestinal, lesdes hepdtica e/ou renais e risco cardiovascular

(WONGRAKPANICH et al., 2018; AL-AZAYZIH et al., 2020; GUO; LEUNG, 2020).

Vias alternativas para a administracdo de medicamentos anti-inflamatérios t€ém sido
estudadas e melhoradas. Dentre elas, destaca-se a via transdérmica, que utiliza a pele como
porta de entrada de medicamentos até a corrente sanguinea em uma taxa predeterminada e
controlada. Existem trés formas em que as medicamentos podem penetrar de forma intacta a
camada estrato cérneo e chegar até a circulacdo sist€mica, sendo: 1) permeacdo através das
glandulas sudoriparas ou através dos foliculos pilosos; 2) permeacdo intercelular; 3) permeagao
intracelular, passando pelos cornedcitos (KOTLA et al., 2017; RABIEI et al., 2020). As
propriedades fisico-quimicas da molécula administrada e a composi¢do do gel transdérmico

vao determinar por qual rota ela serd permeada (IACHINA et al., 2019).

Fatores como integridade da pele, idade, hidrata¢do, temperatura e pH da pele podem
afetar o sucesso da utilizacdo dessa rota de administracdo, no entanto, pode-se elencar as
seguintes vantagens para utilizacdo da via transdérmica: 1) evita a absor¢cao gastrointestinal e
as dificuldades causadas pelo pH gastrointestinal, atividade enzimdtica e interagdes
medicamentosas com alimentos, bebidas e outros medicamentos administradas por via oral; 2)
podem substituir a administragao oral de medica¢do quando essa via é inadequada, como em
casos de vomitos e diarreia; 3) evitam o efeito do metabolismo de primeira passagem, ja que
ndo acontece a passagem do farmaco pela circulacdo portal apds absor¢do gastrointestinal,
possivelmente evitando sua inativacao enzimadtica por via digestiva e hepdtica; 4) fornecem a
op¢do de uma terapia estendida com uma unica aplicacdo, melhorando a adesdo em relacio a
outras formas que exigem administracdo de doses mais frequentes; 5) a terapia medicamentosa
pode ser interrompida rapidamente pela remocdo de sua aplicacdo da superficie da pele
(RASTOGI; YADAYV, 2012; CHEN et al., 2021; DENG; LIU, 2021).

Alguns medicamentos anti-inflamatdrios ndo esteroidais como cetoprofeno, piroxicam,
diclofenaco, ibuprofeno, indometacina, etofenamato, felbinac e acido flufenamico ja vém sendo
utilizados no tratamento local da inflamacdo e dor e t€m demonstrado serem uma alternativa
bastante promissora a utilizagdo da via oral, principalmente por reduzir os efeitos adversos do
uso cronico desses medicamentos (BARKIN, 2015; LEPPERT et al., 2018). Mais pesquisas

envolvendo a descoberta, desenvolvimento e eficicia de novos anti-inflamatérios sao
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necessdrias e € nesse sentido, que a presente tese teve como objetivo avaliar a farmacocinética
e atividade anti-inflamatéria, antinociceptiva e antioxidante do 2-benzil-1,3-difenil-1,3-

propanodiona (DPBP) por via transdérmica e intraperitoneal.
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PROPRIEDADES ANTIOXIDANTES E ANTI-INFLAMATORIAS DE
DIBENZOILMETANO E SEUS DERIVADOS: UMA REVISAO SISTEMATICA

RESUMO

O dibenzoilmetano (DBM) ¢ uma B-dicetona com estrutura quimica similar a da curcumina e
suas atividades antioxidante e anti-inflamatéria t€m sido investigadas atualmente. Contudo,
essa € a primeira revisdo a investigar tais propriedades do DBM. Essa revisao sistemética foi
conduzida no periodo de marco a junho de 2020, de acordo com os critérios estabelecidos pelo
PRISMA e estd em processo de registro na base de registro de revisdes sistematicas
internacionais (PROSPERO). A busca foi realizada nas bases de dados PubMed, Scielo, Lilacs
e Medline, sem delimitacdo de data. Para a busca dos artigos, foi utilizada uma combinagao
entre os termos “dibenzoylmethane” e “f-diketones” com os termos “inflammation”, “anti-
inflammatory agentes” e “oxidative stress”’. Um total de 115 artigos foi encontrado e, apds
leitura do titulo, resumos, avaliacdo dos critérios de elegibilidade e leitura na integra, foram
incluidos 12 artigos. Foi possivel elencar algumas funcdes bioativas relacionadas a atividade
antioxidante e anti-inflamatérias tanto do dibenzoilmetano, quanto seus derivados. Como
exemplos tém-se a modulacdo de vias de sinalizacdo celular; inibi¢do dos processos de
migracdo, infiltracio e diferenciacdo de células imunes; inibicido da expressdo de citocinas pro-
inflamatdrias e a sintese de eicosanoides; e atividade citoprotetora pela inibi¢do do estresse
oxidativo. Dessa forma, podemos concluir que o dibenzoilmetano e alguns dos seus derivados
sintéticos possuem atividades antioxidantes e anti-inflamatérias importantes.

Palavras chave: dibenzoilmetano, beta-dicetonas, inflamacao, farmacos anti-inflamatorias,
estresse oxidativo.
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REVIEW ARTICLE

ANTIOXIDANT AND ANTI-INFLAMMATORY PROPERTIES OF DIBENZOYLMETHANE
AND ITS DERIVATES: A SYSTEMATIC REVIEW

ABSTRACT

Dibenzoylmethane (DBM) is a B-diketone with a chemical structure analog to curcumin and its
antioxidant and anti-inflammatory activity are currently being investigated. However, this is
the first review to investigate this properties of DBM. This systematic review was carried out
from March to June 2020, according to criteria established by PRISMA and it is in process of
being registered in International Prospective Register of Systematic Reviews (PROSPERO).
The search was performed in PubMed, Scielo, Lilacs and Medline databases, without date
delimiting. To search for articles, a combination of the terms "dibenzoylmethane" and "B-
diketones" with the terms "inflammation", "anti-inflammatory agents" and "oxidative stress"
was used. A total of 115 articles were found and, after reading the title, abstracts, evaluating
the eligibility criteria and full reading, 12 articles were included. It was possible to list some
bioactive functions related to dibenzoylmethane antioxidant and anti-inflammatory activities
and its derivatives. As examples, They act in the modulation of cell signaling pathways;
inhibition of migration, infiltration and differentiation process of immune cells; inhibition of
pro-inflammatory cytokines expression and eicosanoids production; and cytoprotective activity
by inhibiting oxidative stress. Thus, we can conclude that dibenzoylmethane and some of its
synthetic derivatives have important antioxidant and anti-inflammatory activities.

Key words: dibenzoylmethane, beta-diketones, inflammation, anti-inflammatory agentes,
oxidative stress.
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1. INTRODUCAO

Inflamacdo e o estresse oxidativo sdo processos biolégicos envolvidos na patogénese e
progressdo de uma série de doengas crOnicas ndo transmissiveis como obesidade, doencas
cardiovasculares, doencas neurodegenerativas diabetes mellitus, hipertensdo e cancer
(BISWAS, 2016; CHEN et al., 2018). A relacdo entre a inflamacdo e o estresse oxidativo
parece ser interdependente e ciclica. Isso porque, uma vez estimuladas, as células inflamatdrias
liberam uma série de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio no sitio da inflamacdo
exacerbando o estresse oxidativo. Por outro lado, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
podem agir como estimulos para o disparo de cascatas de sinalizac@o celular que vao culminar
na expressao génica de moléculas pré-inflamatérias (CASTELLANI; BALZA; RUBARTELLLI,
2014; MITTAL et al., 2014).

Em funcdo da quantidade de células, proteinas e biomoléculas envolvidas no processo
de inflamacao e estresse oxidativo, a complexidade no tratamento de patologias que t€m esses
componentes como base € enorme (BISWAS, 2016). A terapéutica envolvida no tratamento de
doencas que envolvem a toxicidade pelo estresse oxidativo e inflamagdo deve levar em
consideragdo a causa da producdo exacerbada de espécies reativas de oxigénio/nitrogénio e
moléculas pré-inflamatdrias, os mecanismos envolvidos, os tecidos que estdo sendo afetados e
as propriedades farmacoldgicas dos antioxidantes e anti-inflamatérios que serdo utilizados
(UMAR et al., 2016; HO et al., 2018; KONTOGHIORGHES; KONTOGHIORGHE, 2019).
Tudo isso, a fim de se evitar cair num paradoxo antioxidante (HALLIWELL, 2013).

O dibenzoilmetano (DBM) € uma beta-dicetona com estrutura quimica andloga a da
curmina (diferoilmetano), composto quimico constituinte do acafrdo que tém sua atividade
antioxidante e anti-inflamatdria demonstrada em estudos desde células até ensaios clinicos com
humanos (HEWLINGS; KALMAN, 2017; TABRIZI et al., 2019). As atividades fotoprotetoras
(HUBAUD et al., 2008; KARLSSON et al., 2009; PURI et al., 2017) e anti-tumorais
(NASCIMENTO et al., 2018; JACKSON et al., 2019) do DBM e seus derivados tém sido
bastante investigadas. Além disso, suas atividades anti-inflamatdria e antioxidante também tém
chamado aten¢do por envolverem mecanismos de acao semelhantes aos anti-inflamatdrios ndao
esteroidais (CAO et al., 2017; LEE et al., 2019). Até o presente momento nao ha revisdes que
tenham abordado o tema das atividades antioxidantes e anti-inflamatérias do dibenzoilmentano
ou qualquer um de seus derivados sintéticos. E nesse sentido, que a presente revisio sistemdtica
teve como objetivo reunir as evidéncias das atividades antioxidantes e anti-inflamatérias do

dibenzoilmetano e seus derivados sintéticos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Identificagdo e selec@o dos estudos

Esta revisao sistematica se orientou pela seguinte pergunta: “Quais as propriedades
antioxidantes e anti-inflamatdrias do dibenzoilmetano e seus derivados?”. O presente artigo foi
desenhado no periodo de Marg¢o a Junho de 2020, de acordo com os critérios estabelecidos pelo
Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) (MOHER et
al., 2015) e estd em processo de registro na base de registros de revisdes sistematicas
internacionais International Prospective Register of Systematic Reviews (PROSPERO).

A busca foi realizada nas bases de dados Pubmed, Scielo, Lilacs € Medline. Nao houve
delimitacdo de datas para a publicacdo dos artigos, porém, deveriam ser escritos em lingua
inglesa. Utilizou-se em combinacdo com os descritores “f-diketone” e “dibenzoylmethane’ os
seguintes descritores: “inflammation”; “anti-inflammatory agent” e “oxidative stress”.

Foi desenvolvido pelos autores um protocolo para identificacdo e selecdo dos artigos
originais (Figura 1). As publicacdes foram analisadas e selecionadas manualmente e
independentemente por dois autores. Em caso de ddvidas, os autores avaliaram em conjunto os
artigos até que se obtivesse consenso. A busca resultou num total de 115 artigos que, apds

leitura de titulo e resumo e avaliacdo dos critérios de elegibilidade, 12 foram incluidos.

2.2 Critérios de elegibilidade

Foram definidos como critérios de inclusdo: artigos originais; escritos em inglés; ja
publicados; com modelo experimental animais ou células; e que tivessem avaliado propriedades
antioxidantes e/ou anti-inflamatérias do dibenzoilmetano ou algum de seus derivados sintéticos.
Por outro lado, foram definidos como critérios de exclusao/nao inclusdo: estudos conduzidos
com humanos; artigos ndo publicados; artigos duplicados; artigos de revisao; monografias;
teses; dissertacOes; capitulos de livros; livros; resumos; estudos que ndo apresentassem
resultados relacionados a propriedade antioxidante ou anti-inflamatéria do dibenzoilmetano

e/ou seus derivados.
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2.3 Extracdo dos dados dos artigos

Os dados extraidos dos estudos avaliados foram: autor; ano de publicacdo; desenho
experimental (modelo animal ou tipo celular, n amostral, tratamento, doses utilizadas, periodo
de tratamento, via de administra¢do); biomarcadores relacionados a atividade antioxidante e/ou

anti-inflamatoéria avaliados; e efeito do tratamento sobre esses biomarcadores.

2.4 Risco de viés

Para avaliar os riscos de viés foi utilizada a ferramenta para avaliacdo de viés em estudos
de intervencdo com animais chamada Systematic Review Centre for Laboratory Animal
Experimentation (SYRCLE) que é baseada na Cochrane Collaboration RoB Tool
(HOOIJMANS et al., 2014). Os estudos incluidos nessa revisao foram avaliados considerando-
se 10 perguntas relacionadas a elementos individuais de cinco dominios (sele¢dao, desempenho,
atrito, relatdrio e outros) e utilizadas trés categorias de julgamento de risco de viés para cada

dominio definidas como alto, baixo e pouco claro.
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Figura 1. Fluxograma de identificacdo e selecdo de artigos incluidos nesta revisao sistematica.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Descri¢do dos estudos

Ap06s todos os processos de identificacdo, selecdo e elegibilidade, 12 artigos publicados
entre os anos de 1998 e 2019 foram incluidos nesta revisdo. Destes, 2 estudos utilizaram
modelos in vivo e in vitro, 4 utilizaram apenas de modelos in vivo e 6 utilizaram apenas de
modelo in vitro para avaliar a atividade antioxidante e/ou anti-inflamatéria do dibenzoilmetano
ou algum de seus derivados sintéticos (Tabelas 1 e 2).

Todos os estudos utilizando-se de modelo animal foram estudos experimentais com
modelos murinos como camundongos C57BL/6 (n=3), CD-1 (n=1) e ratos Lewis (n=1) e
Sprague-Dawley (n=1). O nimero de animais por grupo variou de 4 a 20 e as doses testadas de
10 a 500 mg/kg/dia administradas por via oral (n=3), topica (n=2) ou intraperitoneal (n=1) por
um periodo de 3 dias a 20 semanas (Tabela 1).

Ja os estudos in vitro utilizaram as seguintes linhagens celulares: RAW264.7 (n=3),
MES-13 (n=1), THP-1 (n=1), HEK-293 (n=1), KBM-5 (n=1), A549 (n=1), Jukart (n=1), A293
(n=1), Astrocitos (n=1), SH-SYS5Y (n=1) expostas a diferentes agentes indutores de inflamacao
como: LPS (n=4), PMA (n=1), BFA (n=1) e H,O» (n=2) e tratadas com dibenzoilmetano e/ou

um de seus derivados sintéticos (1 a 100uM) durante 5 minutos até 48 horas (Tabela 2).
3.2 Dibenzoilmetano e seus derivados sintéticos

O dibenzoilmetano ¢ uma B-dicetona com estrutura andloga a curcumina, importante
composto antioxidante e anti-inflamatério. A figura 2 apresenta a estrutura quimica dos doze
diferentes derivados sintéticos do DBM utilizados pelos artigos incluidos nesta revisdo. As
alteracoes estruturais realizadas nos derivados sintéticos do DBM aconteceram pela adicao de
grupamentos OH, OMe, CI, OAc e (CH3)3-C em diferentes quantidades e posi¢cdes na molécula.
Em relagdo a esses derivados sintéticos, eles foram utilizados em cinco artigos. Destes, trés ndo
utilizaram o DBM como tratamento e avaliaram a atividade anti-inflamatoria e/ou antioxidante
exclusivamente de seus derivados sintéticos.

ApOs andlise minuciosa dos artigos, foi possivel elencar algumas funcdes bioativas
relacionadas a atividade antioxidante e anti-inflamatérias tanto do dibenzoilmetano, quanto
seus derivados. Como exemplos tém-se a modulacdo de vias de sinalizagdo celular; inibigdo
dos processos de migracao, infiltracdo e diferenciacdo de células imunes; inibicdo da expressao
de citocinas pré-inflamatdrias e sintese de eicosanoides; e atividade citoprotetora pela inibi¢dao

do estresse oxidativo.
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Figura 2. Estruturas quimicas do dibenzoilmetano e seus derivados sintéticos.

3.3 Modulagdo de vias de sinalizacdo celular

O processo de sinalizacdo celular € uma forma complexa que as células possuem de se
comunicar como o micro € 0 macro ambiente em que estdo inseridas (WU, 2014). Diversas sdao
as vias de sinalizacdo celular envolvidas com a transdugdo de sinais de resposta inflamatdria e
antioxidante (NEWTON; DIXIT, 2012). Em resumo, a transdu¢do do sinal se inicia com o
reconhecimento de um estimulo por um receptor, desencadeando uma série de reacOes de
fosforilacdo que vao culminar na translocacio de fatores de transcri¢do para o nucleo. Assim,
acontece a ativacdo da transcricdo de genes e tradu¢do em moléculas especificas que, por fim,

irdo gerar algum efeito celular (NEWTON; DIXIT, 2012; LIU et al., 2017). Esta revisao
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identificou duas vias de sinalizacdo celular onde o dibenzoilmetano e/ou seus derivados

sintéticos podem agir como moduladores.
3.4 Via Keap1/Nrf2/ARE

Nrf2 € um fator de transcri¢do nuclear composto por 605 residuos de aminoécidos que
possui sete dominios funcionais (Neh 1-7) envolvidos em sua regulagdo de sua estabilidade e
atividade transcricional (STEFANSON; BAKOVIC, 2014). Em condig¢des fisiologicas
normais, Nrf2 estd ligado ao homodimero Keapl em dois sitios. Essa ligacdo ocorre em fungao
da presenca dos motivos de ligacdo com alta afinidade por ETGE contidos no dominio Neh2
da cauda N-teminal de Nrf2 (HAST et al., 2013; TONG et al., 2007). A interacdo entre Keap1-
Nrf2 faz com que o Nrf2 seja sequestrado do citosol, ubiquitinado e destinado para degradagao
proteassomal. Assim, o Nrf2 perde a capacidade de se translocar para o nudcleo e ativar a
transcricdo de genes alvo (KANG et al., 2004; VELICHKOVA; HASSON, 2003).

No entanto, perante situagdes de estresse endogeno e exdgeno, essa ligacdo € desfeita e
o Nrf2 atua de forma importante na regulacdo dos mecanismos de defesa com objetivo de se
manter a homeostase celular (KENSLER; WAKABAYASHI; BISWAL, 2007). A ruptura da
interacdo entre Nrf2-Keapl ¢é o gatilho suficiente para sua translocacdo nuclear,
heterodimerizacdo com Maf e formacdo do complexo Nrf2/Maf/ARE (BELLEZZA et al.,
2018). Este complexo desencadeia a expressao génica de uma série de moléculas com atividade
antioxidante, anti-inflamatéria, detoxificacdo, autofagia e proteolitica. Como exemplo,
expressdo de heme oxigenase-1 (HO-1) que € induzida em sob diversas condicdes de estresse
e inflamacgao. (BELLEZZA et al., 2018; TU et al., 2019).

Cao et al., 2017 estimulou tais condi¢des em camundongos normais e knockout em Nrf2
utilizando tetracloreto de carbono (CCls) e os tratou por via oral com doses de 200 ou 500
mg/kg de DBM durante 3 dias consecutivos. O tratamento com DBM induziu fortemente a
expressao de HO-1 nos tipos selvagens, no entanto, essa expressao foi diminuida nos animais
knockout. No mesmo sentido, (CHEUNG et al., 2010) observou aumento da inducdo da
transcricdo de Nrf2 relacionada a expressdo de enzimas detoxificantes de fase II em animais

que receberam dieta enriquecida com 1% de DBM durante 20 semanas.

De forma similar, em estudos in vitro utilizando-se de linhagens celulares de macréfagos
RAW264.7 (KANG et al., 2018; LEE et al., 2019) e linhagens de células de rim embrionério
humano HEK?293 (CAO et al., 2017) estimuladas com LPS e tratadas com DBM apresentaram

melhora na defesa antioxidante e anti-inflamatdria pela modulacao da expressao génica de Nrf2.
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3.5 Via Nrf2/NF-xB

O NF-«xB € uma familia de fatores de transcricdo nucleares amplamente expressos em
células imunes. Eles regulam a expressio de genes ligados a producdo de citocinas
inflamatdrias, quimiocinas, bem como moléculas de adesdo, proliferacdo, apoptose,
morfogénese e diferenciacao celular (LIU et al., 2017; OECKINGHAUS; GHOSH, 2009). A
ativacdo do NF-kB acontece de forma candnica e ndo candnica. Na primeira, um estimulo, seja
ele citocinas, fatores de crescimento, mitégenos, componentes microbianos ou agentes
estressantes, se liga ao seu respectivo receptor e estimula a fosforilacdo do complexo IKK que,
posteriormente, fosforila IkB. IkB ¢ ubiquitinado e direcionado para degradacdo no
proteassomal, enquanto o NF-kB se transloca para o nucleo e ativa os genes alvo (SUN;
CHANG:; JIN, 2013).

Por outro lado, a via de ativagdo nao canonica ndao depende da degradacdo de IxB e
parece ter evoluido como um eixo suplementar que coopera com a via candnica (SUN, 2011).
Nela, a via NF-kB ¢ ativada de forma seletiva por um grupo de estimulos especificos. A
fosforilagdo de p100 mediada pela ativacdo da proteina NIK (NF-kB-inducing kinase) em
cooperacao com IKKa resulta em sua ubiquitinagdo e processamento. O processamento de p100
envolve a degradacdo de sua cauda C-terminal, resultando na geracdo do NF-kB maduro e
posterior translocacdo nuclear (SUN, 2012).

Assim como Nrf2, a familia NF-xkB esta relacionada a regulagdo da expressao de
diversos genes de resposta ao estresse oxidativo e inflamacdo (WARDYN; PONSFORD;
SANDERSON, 2015). Em funcao disso, existe um cross-talk complexo e dindmico entre essas
vias de sinalizacdo celular. Os mecanismos ainda estdao sendo elucidados, no entanto, estudos
elencam cinco maneiras diferentes de interacio entre Nrf2 e NF-kB (BELLEZZA et al., 2018).

Sdo elas: 1) Nrf2 compete com NF-«B pela ligacdo com a proteina co-ativadora de
transcricao CBP/P300 no nicleo (BELLEZZA; MIERLA; MINELLI, 2010); 2) NF-«xB recruta
HDACS3 e gera uma hipo-acetilagdo local diminuindo a sinalizac¢do celular mediada por Nrf2
(WANG et al., 2012); 3) Nrf2 € ativado indiretamente por compostos anti-inflamatorios que
suprimem a atividade de NF-xB (BURTON; KENSLER; GUILARTE, 2006); 4) NF-«B se liga
a elementos responsivos a kB na regido promotora do gene de Nrf2, assim, induzindo sua
expressdo (RUSHWORTH et al., 2012); 5) Inducdo de Racl por NF-kB induz a expressdo
génica de Nrf2, consequente producdo de HO-1 e posterior supressdo de NF-kB mediada por

HO-1 (CUADRADO et al., 2014).
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O aumento na ativacdo de Nrf2 e da expressio de HO-1 associado a reducdo da
fosforilacdo de efetores upstream da via de ativacdo de NF-kB como os complexos IKK e kB,
em fun¢do do tratamento com dibenzoilmetano demonstrado in vitro e in vivo pelos autores
Cheung et al., 2010; Cao et al., 2017; Kang et al., 2018 resultou na reducao de sua translocagdo

de NF-kB para o nticleo e consequente menor ativagao da transcrigdo de genes alvo.

3.6 Propriedades anti-inflamatérias do dibenzoilmetano e seus derivados

3.6.1 Inibicdo da migragdo, infiltracdo e diferenciacao de células imunes

Os processos celulares de migracdo, infiltracdo e diferenciacdo de células imunes sao
importantissimos no desenvolvimento da resposta imune estimulada por infeccdes ou dados
teciduais (FANG et al., 2018). A depender do estimulo inflamatério, diferentes tipos celulares
como granuldcitos (neutréfilos, eosinéfilos e basofilos), mondcitos, mastdcitos e linfécitos
podem ser recrutados (PAVILLON; SMITH, 2019). O processo de recrutamento de células
imunes € complexo e depende da expressdo e secre¢do de interleucinas, quimiocinas e
moléculas de adesdao (LUSTER; ALON; VON ANDRIAN, 2005).

A capacidade de migragao e infiltragao celular de macréfagos RAW264.7 foi avaliada
em estudo in vitro conduzido por Lee et al. 2019. A estimulag@o das células com LPS (100
ng/mL) ou 4cido palmitico (250 uM) seguida do tratamento com dibenzoilmetano (20 uM),
resultou na inibicdo da capacidade de migracdo e infiltragao destas células. Kang et al. 2018
além de utilizar macréfagos, utilizou mondcitos THP-1 estimulados com LPS (1 ug/mL) ou
PMA (50 ng/mL) tratados com concentrag¢des de até S0uM de dibenzoilmetano. Neste estudo,
a maior concentragdo de dibenzoilmetano foi capaz de inibir até 80% da diferenciacdo celular

dos monocitos THP-1.

3.7 Inibi¢do de citocinas pro-inflamatdrias

As citocinas sao uma superfamilia de pequenas proteinas (<40 kDa) secretadas por uma
série de células do sistema imune (PALOMINO; MARTI, 2015), fibroblastos (KENDALL;
FEGHALI-BOSTWICK, 2014), células estromais (LEUNING et al., 2018), endoteliais
(MANCINI et al., 2018) e adipdcitos (KANG et al., 2016). Elas atuam na resposta imune
controlando o processo de migragdo, infiltracdo e diferenciacdo celular, além de, induzir a
producdo e liberacio de outros mediadores inflamatorios, incluindo outras citocinas
(LAWRENCE, 2009).

O termo citocina se refere tanto as interleucinas, como quimiocinas, fatores de

crescimento, entre outras estruturas moleculares similares (CHARO; RANSOHOFF, 20006).
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Essas moléculas sdao secretadas em resposta a estimulos provenientes de padrdes moleculares
associados a patdgenos e danos celulares (PAMPs e DAMPs, respectivamente) e sua atividade
pode ser autdcrina e/ou pardcrina (FRANK et al., 2016; GONG et al., 2020).

De modo geral, as citocinas estimulam receptores presentes na membrana plasmatica de
células alvo e disparam cascatas de sinalizacdo celular via MAPK, JAK-STAT e NF-«xB, que
culminam com a transcri¢do de genes alvos (FRANCHI et al., 2009; TAKEUCHI; AKIRA,
2010; CHEN et al., 2018). Diferentes células podem secretar as mesmas citocinas, no entanto,
o efeito de cada citocina poderd diferir de acordo com a célula alvo (KANY; VOLLRATH;
RELJA, 2019).

A resposta inflamatdria celular é, em partes, orquestrada por citocinas pré-inflamatdrias
como IL-1B, IL6, TNF-a ¢ MCP-1 (TURNER et al., 2014). Dibenzoilmetano apresenta
atividade anti-inflamatéria interferindo na via de sinalizacdo de NF-xB e reduzindo sua
capacidade de translocacdo para o nucleo e ativacdo de genes alvos relacionados com tais
citocinas pré-inflamatérias (KANG et al., 2018; LEE et al., 2019). Assim, atua de forma
importante como anti-inflamatério, ja que essas moléculas sdo proteinas pleiotrépicas que
regulam o processo de morte celular nos tecidos inflamados (ENGLAND et al., 2014),
modificam a permeabilidade vascular endotelial (SPRAGUE; KHALIL, 2009), recrutam
células inflamatdrias para os tecidos inflamados (SZOLLOSI et al., 2018) e induzem a produgio

de proteinas de fase aguda (RAJAMANICKAM et al., 2017).

3.8 Inibi¢do da producdo de eicosandides

Prostaglandinas, prostaciclinas, leucotrienos e dcidos hidroxieicosatetraendico (HETE)
sdo eicosanoides produzidos a partir de um 4cido graxo insaturado de cadeia longa (C 20:4), o
acido araquidonico (AA). Em condig¢des fisioldgicas normais, os niveis destes eicosanoides sao
muito baixos, no entanto, sob estimulos inflamatdrios sua sintese é drasticamente aumentada
(RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011a).

Para isso, o AA € liberado da membrana plasmatica por acdo de fosfolipases (A e C).
Em seguida, € destinado a via das ciclo-oxigenases (COX) e assim ciclizado pelas enzimas
COX-1 ou COX-2. Depois sofre acdo de isomerases presentes em tecidos especificos e os
produtos finais dessas vias sdo diferentes prostaglandinas, troboxanos e prostaciclinas
(HAMMOND; O’ DONNELL, 2012).

Por outro lado, quando o 4cido araquidonico € direcionado para via das lipo-oxigenases

(LOX) o produto final das reacdes sdo os leucotrienos e a maioria dos HETEs (POWELL;
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ROKACH, 2015; SASAKI; YOKOMIZO, 2019). Apenas uma pequena parte dos HETE podem
ser sintetizados pela vida das ciclo-oxigenases (POWELL; ROKACH, 2015).

As fungdes dos eicosanoides relacionadas aos processos inflamatérios vao depender do
tipo de molécula e da célula alvo em que ird atuar. Além disso, a sintese destas moléculas é
totalmente depende da atividade das vias COX ou LOX (HAMMOND; O’ DONNELL, 2012).
Por essa razdo, a maioria dos anti-inflamatérios ndo esteroidais possui como mecanismo de
acdo a inibicdo por competicao da atividade destas enzimas e consequentemente inibicdo da
resposta inflamatéria (ZARGHI; ARFAEI, 2011; SHAHBAZI et al., 2016). Anand et al., 2011
e Kang et al., 2018 identificaram in vitro que dibenzoilmetano age de forma diferente, atuando
na reducdo expressao de COX-2 pela supressao da ativacdo de NF-kB em estimulo a TNF-a ou
LPS, respectivamente.

O dibenzoilmetano também demonstrou mais uma parte de seu potencial anti-
inflamatorio in vitro principalmente modulando o metabolismo do 4cido araquidonico e, assim,
consequentemente inibindo a producdo de prostaglandinas (PGD>, PGE., PGF,), 4cidos
hidroxieicosatetraendico (15-HETE, 11-HETE) e o leucotrieno (LTB4). A diminuicdo da
producgdo destes compostos aconteceu principalmente em funcdo da reducao na fosforilacdo da
fosfolipase A2 (PLA2) (HONG, 2004a).

In vivo, Lin et al., 2011 induziu inflamacao na orelha de camundongos CD-1 fémeas
com TPA e 4cido araquidonico, as tratou com DBM e mais quatro de seus derivados sintéticos
(OH-DBM; diOH-DBM; OAc-DBM e diOAC-DBM) e avaliou a producdo de PGE; e o
percentual de inibi¢do do edema gerado por esses compostos. Em relacio a producdo de PGE:,
todos os compostos tratados foram capazes de reduzir sua produ¢do quando a mesma foi
induzida por TPA, no entanto, somente diOH-DBM e diOAc-DBM foram capazes de reduzir a
producdo de PGE> quando a inflamag¢do foi induzida com é&cido araquidonico.
Consequentemente, o mesmo perfil de inibi¢ao foi encontrado no edema de orelha.

Atarashi et al., 2012 também encontrou atividade de inibicdao de edema, neste caso, de
pata, em ratos Lewis machos tratados topicamente com outro derivado sintético do DBM, o
DMDBM. Esses resultados demonstram que tanto o DBM quanto alguns de seus derivados

sintéticos apresentam atividades anti-inflamatdrias importantes.

3.9 Propriedades antioxidantes do dibenzoilmetano e seus derivados
3.9.1 Inibigdo do estresse oxidativo
A producdo de radicais livres sejam eles espécies reativas de oxigé€nio (radicais

superoxido, hidroxil e peréxido de hidrogénio) ou nitrogénio (radical livre 6xido nitrico e
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peroxinitrito), consistem num processo continuo e fisiolégico que cumpre funcdes bioldgicas
importantes (BARDAWEEL et al., 2018). Durante os processos metabdlicos, esses radicais
atuam como mediadores para transferéncia de elétrons nas vdrias reagdes bioquimicas
(KATANO; HONDA; SUZUKI, 2018).

O 6xido nitrico € um conhecido regulador e mediador das respostas inflamatoérias. Sua
produgdo € catalisada por uma familia de enzimas conhecidas como 6xido nitrico sintases
(NOS), entre elas, a 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) (AKTAN, 2004). Em condicdes de
inflamacdo, a expressdao de iNOS é aumentada e, consequentemente, a sintese de 6xido nitrico
(CINELLI et al., 2020). Dessa forma, em conjunto com outros radicais livres, o 6xido nitrico
contribui para o desenvolvimento do estresse oxidativo (LUBOS, 2008).

Estudos com linhagens celulares de RAW264.7, A549 e Jukart estimuladas com
moléculas inflamatérias demonstraram que o DBM possui capacidade de reduzir a expressao
de iNOS e a produgido de 6xido nitrico (KANG et al., 2018), assim, revelando sua capacidade
citoprotetora (HEGEDUS et al., 2013). Resultados similares, também foram encontrados para
o derivado sintético 2,2°-dimetoxidibenzoilmetano (14-26-DBM) (TAKANO et al., 2007,
2011)

NOX-2 e NOX-4 sao duas das sete isoformas de subunidades cataliticas presentes nas
enzimas NADPH oxidases que catalisam a producdo de espécies reativas de oxigénio em
diferentes patologias relacionadas aos processos inflamatérios (YOU et al, 2013;
SCHRODER; WEISSMANN; BRANDES, 2017). Lee et al. (2019) demonstrou que o
tratamento com dibenzoilmetano atua reduzindo a expressao de dessas duas isoformas in vitro
em macréfagos estimulados por LPS.

Na tentativa de neutralizar os radicais livres, os organismos produzem e/ou ingerem
defesas antioxidantes enzimdticas (superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase, entre
outros) e ndo enzimaticas (B-caroteno, acido ascorbico, a-tocoferol, minerais cofatores de
enzimas antioxidantes, resveratrol, catequinas, entre outros fitoquimicos) (BIRBEN et al.,
2012; TEIXEIRA et al., 2019). Trés estudos com modelos animais, dois com camundongos
C57BL/6 machos (CHEUNG et al., 2010; CAO et al., 2017) e outro com ratos Sprague-Dawley
fémeas (SINGLETARY et al., 1998), demonstram que existe aumento na expressao de defesas
antioxidantes enzimdticas como glutationa (GSH) e glutationa s-transferase (GST e GSTM1)
quando os animais sdo tratados com dibenzoilmetano por via oral.

O desbalango gerado pelo aumento producgdo de radicais livres e reducdo das defesas
antioxidantes caracteriza o estresse oxidativo (BARDAWEEL et al.,, 2018). Como

consequéncia, acontece a oxidacao de lipideos, proteinas e dcidos nucleicos, o que pode resultar
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em danos e até morte celular (SCHIEBER; CHANDEL, 2014). O malondialdeido (MDA) é um
dos marcadores de produtos da oxidacao lipidica (DEL RIO; STEWART; PELLEGRINI, 2005;
GUTTERIDGE, 1995). Em estudo com animais, sob estimulo oxidativo, o tratamento com
DBM foi capaz de reduzir a peroxidacao lipidica a niveis proximos aos encontrados em estados

fisiolégicos (CAO et al., 2017).

3.10 Avaliacdo do risco de viés

Em relacdo aos artigos que utilizaram modelo animal (n = 6) incluidos nesta revisao,
nenhum apresentou risco alto de viés (Figura 3). Resultado importante para a confianca nas
conclusdes provenientes das andlises dos dados. Ainda que a producdo de revisdes sistematicas
com modelos de experimentagdo animal sejam bem menos comuns do que as que utilizam
ensaios clinicos com humanos, atualmente, estudos com essa abordagem estdo emergindo cada
vez mais (SANDERCOCK; ROBERTS, 2002). A avaliacao desse tipo de estudo é desafiadora
em funcdo da heterogeneidade das metodologias empregadas. No entanto, quando bem
conduzidas, as revisdes sistemdticas que avaliam os riscos de viés em estudos com animais
auxiliam na tomada de decisdo baseada em evidéncias direcionando os ensaios clinicos com

humanos (SANDERCOCK; ROBERTS, 2002; HOOIJMANS et al., 2012).
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Tabela 1. Evidéncias in vivo dos efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios do dibenzoilmetano e seus derivados.
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Autor (ano) Desenho experimental Biomarcador Efeito

Camundongos C57BL/6 machos (n=10/grupo), inflamacao induzida por dieta com alta Inf11tr;§gao de !

Lee et al. (2019) . . . macréfagos

quantidade de gordura e tratados por via oral com DBM (100mg/kg/dia) durante 12 semanas. . ~
Migracéo celular l
Malondialdeido |
GSH 1
Camundongos C57BL/6 e C57BL6 knockout de Nrf2 machos (n = 6-8/grupo), inflamacao A GSI—E/GESSer 1
Cao et al. (2017) induzida por CCl, e tratados por via intraperitoneal com DBM (200 ou 500 mg/kg) durante tlvagilo © !
trés di . Expressdo de HO-1 T
rés dias consecutivos. Ativacio de INK 1
Ativacdo de AMPK 1
Sinalizacdo de Ca i
Ratos Lewis machos (n = 4/grupo), inflamacao induzida por injecdo de 0,1 mL contendo 1% de
Atarashi et al. (2012) Mycobacterium butyricum e tratado por via tépica com formulagdo contend 2% de BMDBM durante Edema de pata l
7 dias.
. Camundongos CD-1 fémeas (n = 5/grupo), inflamagao induzida por inje¢do contendo 4cido =
Linetal. (2011) araquiddnico (1,25nmol) ou TPA (1,25nmol) e tratados por via tépica com DBM (1 umol); 2-OH- Pégiﬁ;%giiﬁzz i
DBM (1 pmol); 2-Oac-DBM (1 pmol); 2,2°-diOH-DBM (1 pmol); 2,2°-diOAc-DBM (1 umol).
Ch L (2010 Camundongos C57BL/6 machos (n = 15 — 20/grupo), inflamacao induzida po AOM/DSS e tratados g;prf::;:(?:gg_zl ¥
eung et al. ( ) por via oral com dieta contend 1% de DBM 1 semana antes e 1 semana depois da indugdo da press
. ~ Expressao de GSTM1 i
inflamag@o durante 20 semanas. -

Transcri¢io NQO1 1
Singletary et al. (1998) Ratas Sprague-Dawley (n = 6/grupo), inflamag¢ao induzida por DMBA-DNA e tratadas por via oral Expressio de GST 1

com dieta contend 0,2% e 1% de DBM durante 14 dias.

DBM - dibenzoilmetano; GSH — glutationa; GST — glutationa s-transferase; H>O, - peréxido de hidrogénio; HO-1 - heme oxigenasse-1;



Tabela 2. Evidéncias in vitro dos efeitos antioxidantes e anti-inflamatorios do dibenzoilmetano e seus derivados.
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Autor (ano) Desenho experimental Biomarcador Efeito
CD68
MCP-1;
Experimento 1: Macréfagos RAW264.7 foram estimulados com LPS (100 ng/mL) e Egii

Lee et al. (2019)

tratados com DBM (20 uM)

Experimento 2: Células MES-13 foram estimuladas com 4cido palmitico (250 uM)
ou LPS (100 ng/mL) e tratadas com DBM (20 uM)

Ativacdo de Nrf2
Expressdo de HO-1
p-p38
p-IKK cinase
Degradacio de IxB
Fosforilagao de NFxB

Kang et al. (2018)

Macréfagos RAW264.7 ou mondcitos THP-1 foram estimulados com LPS (1pg/mL) ou PMA
(50ng/mL) 2 horas antes da incubagdo com DBM (12.5; 25; 50 uM) durante 5 minutos até 48
horas.

Diferenciacao de THP-1
CD11pB
CD36
Produgdo de 6xido nitrico
COX-2
iNOS
Fosforilagao de IxkB
NF«B nuclear
NF«B citosélico
Nrf2 nuclear
Nrf2 citosélico
Keap-1
HO-1
TNF-a
IL-1B
IL-6
MCP-1

Cao et al. (2017)

Células HEK293 superexpressando GFP-Nrf2 ou dominant-negative Nrf2 foram tratadas com
DBM (30uM) durante 6 horas.

Ativagdo de Nrf2
Expresdo de HO-1

Hegedus et al. (2013)

Células A549 ou Jukart foram pré-tratadas com quarto derivados sintéticos de DBM 100uM)
seguido por estimulagdo com H»O» (800uM) por 15 minutos.

Citoprotegdo
p-ERK1/2
p-p38

i<——> > > e e e e e e > e e e e e e e e e e e e e e e e — —
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Tabela 2. Continuacado.

Autor (ano) Desenho experimental Biomarcador Efeito

Experimento 1: Células KBM-5 foram pré-incubadas com DBM (50, 100, 150, 200uM), DBA
(10, 20, 30, 40, 50uM) e DBP (5, 10, 25, 50, 100uM) por 4h e depois tratadas com TNF-a

(0,1nM) por 30 minutos. Ativagdo de NFkB l
Anand et al. (2011) Experimento 2: Células A293foram infectadas transitoriamente com plasmideo contendo NFk-B Expressdo de COX-2 L
. . . Expressao de ciclina D1 l
ligado ao gene SEAP e or co-transfectadas com o plasmideo do gene TAK1/TABI1 juntamente Expressio de VEGF l

com o plasmideo contendo NFk-B e SEAP, depois foram tratadas com DBM (200uM), DBA

(50uM), DBP (100uM) por 4h.
Experimento 1: Ativacdo de astrécitos induzida por LPS (1pug/mL) e pré-tratadas ou Citoprotecio 1
simultaneamente tratadas com DBM 14-26 (2,2"-dimetoxidibenzoilmetano — 100 uM) por 24 protee

horas Producao de EROs l
Takano (2011) ’ Produciao de 6xido nitrico l
. S . ‘- Expressdo de iNOS l
Experimento 2: Estresse oxidativo induzido em astrécitos expostos a HoO, (100 uM ) e tratdos Ativacio de NFxB l

com 14-26-DBM (2,2 -dimetoxidibenzoilmetano — 1, 10 or 100 uM) por 6 horas.

Experimento 1: Células SH-SYSY foram incubadas com tunicamicina (0.75 —2.0 ug/mL) e
brefeldin A (1.0 ug/mL) na presenga ou auséncia de cinco derivados sintéticos do
dibenzoilmetano (4,4 °-dimetoxidibenzoilmetano; 4,4°-diclorodibenzoilmetano; 2,2"-
dimetoxidibenzoilmetano; 3,3 -dimetoxidibenzoilmetano; 2,2 -dihidroxidibenzoilmetano — 10 a
60 uM) durante 6, 12 or 24h para inducdo de estresse no reticulo endoplasmatico.

Takano et al. (2007) Producio de EROs !
Experimento 2: Células SH-SYSY foram pré-incubadas com H>O, (44uM) ou 6-hidroxidopamina
(30 or 75uM) na presenga ou auséncia de cinco derivados sintéticos do dibenzoilmetano (4,4"-
dimetoxidibenzoilmetano; 4,4 -diclorodibenzoilmetano; 2,2 "-dimetoxidibenzoilmetano; 3,3 -
dimetoxidibenzoilmetano; 2,2 -dihidroxidibenzoilmetano — 10 a 60 uM) durante 24h para
induc¢do do estresse oxidativo.

PGD;
PGE;

PGF
Macréfagos RAW?264.7 foram incubados com LPS (2 pg/mL), dcido araquiddnico (20 uM) e HH"lz

DBM (10 uM) durante 30 minutos até 18 horas. 15-HETE

11-HETE
LTB4
Fosforilacdo de PLA,

Hong et al. (2004)

e = = — — — — —
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CCl, - tetraclorido de carbono; DBM - dibenzoilmetano; DBA, - dibenzoilidenocetona; DBP - 1,3-dibenzoilpropano; HO-1 - heme oxigenasse-1; IL-1 - interleucina-1 beta;
IL-6 - interleucina-6; LPS - lipopolissacarideo; MCP-1 - proteina quimioatrativa de mondcitos-1; PMA - forbol-12-miristato-13-acetato; TNF-a - fator de necrose tumoral
alfa; TPA - 12-O-tetradecanoilforbol-13-acetato.
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4. CONCLUSAO

Tendo em vista os aspectos observados, podemos destacar que o dibenzoilmetano possui
atividade antioxidante por apresentar atividade citoprotetora inibindo o processo de estresse
oxidativo gerado pelo desbalango em favor da producdo de espécies reativas de oxigénio. Para
isso, o DBM inibe a expressdao de iNOS, NOX-2 e NOX-4 resultando na reducdo da produgdo
de 6xido nitrico e outras espécies reativas de oxigénio, assim, reduzindo a peroxidacdo de
lipideos. Além disso, € capaz de estimular o aumento da expressdo de enzimas de defesa
antioxidante como glutationa e glutationa s-transferase.

No que diz respeito a sua atividade anti-inflamatéria, o dibenzoilmetano se mostrou
capaz de inibir processos migragdo, infiltracdo e diferenciacdo celular; inibir a expressdo de
citocinas como IL-1B, IL6, TNF-a ¢ MCP-1 e a sintese de eicosanoides pela inibicdo da
expressdo de COX-2 e reducdo da fosforilacio de PLA>. Em resumo, as atividades
antioxidantes e anti-inflamatérias apresentadas pelo dibenzoilmetano sdo decorrentes de sua
capacidade de modular vias de sinalizac¢do celular importantes para a transducdo de sinais em

resposta a estimulos de estresse e inflamagao mediadas por Nrf2 e NF-kB.
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CAPITULO 2

SINTESE E FARMACOCINETICA DO 2-BENZIL-1,3-DIFENIL-1,3-PROPANODIONA
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1. INTRODUCAO

O processo inflamatério faz parte do mecanismo fisiopatolégico ndo somente das
doencas inflamatdrias, mas de diversas doengas como as cardiovasculares, cancer e obesidade
(KARCZEWSKI et al., 2018; QU; TANG; HUA, 2018; STEVEN et al., 2019). Nas ultimas
décadas, compostos com atividade anti-inflamatéria vém sendo descobertos, estudados e até
mesmo disponibilizados ao mercado consumidor mundial, no entanto, todo esse processo €
complexo e rigoroso (VANE; BOTTING, 1995; BRUNE; PATRIGNANI, 2015).

Os principais entraves envolvidos no processo de pesquisa e desenvolvimento de novos
medicamentos envolvem os custos € o longo tempo gasto até sua aprovagdo para utilizagao.
Estima-se que entre a descoberta do possivel fairmaco e sua efetiva chegada ao mercado sao
necessdrios entre 10 e 15 anos de trabalho. Isso porque, para que um medicamento seja
comercializado, ele precisa obedecer a regulamentos rigorosos que sdo estabelecidos pelas
diferentes agéncias reguladoras dos locais onde se pretende vende-los (PAMMOLLI;
MAGAZZINI; RICCABONI, 2011).

Mesmo lancando mao da utiliza¢do de métodos computacionais como as abordagens in
silico para o auxilio no descobrimento de novos medicamentos (RAO; SRINIVAS, 2011;
WADOQOD et al., 2013; LEELANANDA; LINDERT, 2016), estima-se que mundialmente sao
gastos entre US$ 161 milhdes e USS$ 4,54 bilhdes de dolares em pesquisa e desenvolvimento
de novos farmacos. Somente nos Estados Unidos, entre os anos de 2009 e 2018, foram gastos
valores que variam entre US$ 314 milhdes e US$ 2,8 bilhdes de dolares (WOUTERS; MCKEE;
LUYTEN, 2020; SCHLANDER et al., 2021).

Nesse periodo, chegaram ao mercado 355 diferentes tipos de agentes terapéuticos.
Destes, 271 sdao agentes farmacoldgicos direcionados principalmente para dreas terap€uticas
como oncologia, metabolismo e endocrinologia, cardiologia, doencas autoimunes e
inflamatérias. Em sua maioria, as vias de administragio desses novos medicamentos, sao a via
oral (53%), seguida da via intramuscular e subcutinea (25%) e a via intravenosa (12%). As
demais vias de administracio de medicamentos ocuparam apenas 10% dos novos registros
(WOUTERS; MCKEE; LUYTEN, 2020).

Quando se administra um farmaco, o principal objetivo é que ele seja absorvido,
transportado pela corrente sanguinea, exerca sua acao no tecido ou célula alvo e seja excretado.
Portanto, sua via de administracdo € um fator determinante de sua farmacocinética,
farmacodinamica e toxicidade e a forma como um medicamento serd oferecido é definida ndao
somente por conveniéncia, mas de acordo com as caracteristicas farmacoldgicas e fisico-

quimicas (KUMAR; SURAPANENI, 2001; ZHANG; TANG, 2018).
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Existem diferentes rotas para administracdo de medicamentos em humanos, sdo
exemplos, a enteral (oral, sublingual e retal); parenteral (intravenosa, intramuscular e
subcutanea); topica (epidérmica, transdérmica), intranasal, inalatéria e intravaginal. Em alguns
casos, uma caracteristica desejavel para uma via de administracdo de um medicamento é evitar
que ele sofra acdo do metabolismo de primeira passagem (HOMAYUN; LIN; CHOI, 2019b).
O metabolismo de primeira passagem € definido como um processo enzimdtico onde
medicamentos podem ser metabolizados em tecidos especificos podendo inativar ou
comprometer a acdo dos medicamentos por reduzir a concentracdo do principio ativo no seu
sitio de ac@o ou até mesmo na corrente sanguinea. Essa metabolizacdo acontece principalmente
no figado, mas pode ocorrer em outros tecidos metabolicamente ativos como pulmao e trato
gastrointestinal (WU et al., 2011; DAI et al., 2019; FRANCO et al., 2020).

Algumas vias de administracdo apresentam vantagens pois evitam que o farmaco sofra
acdo do metabolismo de primeira passagem apoés ser absorvido, resultando no aumento de sua
biodisponibilidade (TANNER; MARKS, 2008). Uma das op¢des de rota de entrega que
apresenta essa capacidade € a via transdérmica, que utiliza a pele como caminho para absorver
medicamentos até a circulagdo sist€mica. Além disso, a via transdérmica representa uma rota
ndo invasiva e segura para entrega de medicamentos, apesar de ainda representar uma pequena
parcela das vias utilizadas para entrega de medicamentos (RASTOGI; YADAYV, 2012;
GAIKWAD, 2013; LEPPERT et al., 2018).

E nesse sentido que o presente capitulo tem como objetivo apresentar a sintese e a
farmacocinética do 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona administrado por via transdérmica e

intraperitoneal com foco na sua absor¢ao e distribui¢ao tecidual.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Sintese, isolamento e identifica¢do do 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona (DPBP)

A sintese do composto 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona (DPBP), anteriormente
nomeado de 1,3-difenil-2-benzil-1,3-propanodiona, foi realizada por meio de uma reagdo de
alquilacdo conforme metodologia descrita por Nascimento et al., 2018. Para isso, em um balao
redondo de 50mL, foi adicionado 1,34 mmol de DBM, 4,02 mmol de carbonato de potassio
(K2CO3) e 15 mL de acetona ((CH3)2CO). A mistura foi deixada sob agitacdo durante 30
minutos. Em seguida, foram adicionados 1,34 mmol de brometo de benzila e a mistura
reacional foi agitada vigorosamente durante 144h e, entdo, foi filtrada para remocdo dos
sOlidos em suspencio e o solvente evaporado.

A reagdo foi acompanhada por meio de cromatografia de camada delgada (CCD),
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utilizando-se cromatofolhas de aluminio silica gel (G F254 0,2 nm Art. 1.05554 Merck),
solventes hexano/acetato de etila (4:1, v/v) como fase mével e revelador lampada de UV nos
comprimentos de onda 254 e 366 nm. O residuo obtido foi purificado em coluna cromatografica
(CC, hexano/acetato de etila, 95:5, v/v), fornecendo o produto alquilado desejado (DPBP),
Figura 1.

P DPBP CCD

Figura 1. Cromatografia de camada delgada (CCD) da sintese do derivado de dibenzoilmetano
P: dibenzoilmetano (DBM); composto alquilado (DPBP).

A identificac@o dos compostos foi realizada por ressonancia magnética nuclear (RMN).

Os espectros de RMN Ige 13C, DEPT, foram obtidos em espectrometros 400 da Bruker no
Departamento de Quimica da UFMG. Os solventes utilizados foram cloroférmio deuterado

(CDCI3) e dgua deuterada (D20), usando-se como referéncia interna o tetrametilsilano (TMS)

(APENDICE).

2.2 Preparo da formulagdo transdérmica

A formulacdo transdérmica foi obtida incorporando-se o dibenzoilmetano ou 2-benzil-
1,3-difenil-1,3-propanodiona em uma base transdérmica comercial (Pentravan®). Apés a
incorporacgdo dos ativos, seguindo as boas praticas de fabricagdo, estes foram acondicionados

em potes, previamente higienizados e armazenados na geladeira at€ o momento de uso.

2.3 Propriedades farmacocinéticas da 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona: estudo in silico

O estudo in silico para verificacdo das propriedades farmacocinéticas do composto
DPBP foi realizado com o auxilio dos softwares online Molinspiration Cheminformatics e
pkCSM. Com o primeiro, foi possivel desenhar a molécula, predizer sua bioatividade
(capacidade de ser ligante de receptor acoplado a proteina G (GPCR), inibidor de cinases e

modulador de canais 10nicos e/ou receptores nucleares) e gerar o arquivo SMILES. Em
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seguida, este arquivo foi carregado no software online pkCSM para predi¢io de suas
propriedades farmacocinéticas como absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excre¢do e

toxicidade.

2.4 Farmacocinética da 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona: estudo in vivo
2.4.1 Desenho experimental

2.4.1.1 Animais

Os protocolos experimentais foram submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de Vigosa (ANEXOS) com processo
nimero: 76/2016. Foram utilizados ratos (machos, Wistar, 6 animais/grupo, pesando entre 250
e 300g) fornecidos pelo Biotério do Central da Universidade Federal de Vicosa, Vicosa (MG).

Até o inicio dos experimentos, os animais foram mantidos em caixas de polietileno,
consumindo racao comercial (Presence/InVivo® Nutricdo Animal) e d4gua destilada ad libitum.
A temperatura da sala de experimentacgdo foi controlada em 20°C + 2°C e ciclo claro/escuro de
12 horas. O esquema de randomizacdo dos animais foi gerado utilizando-se o software online

Reserch Randomizer® disponivel no site < https://www.randomizer.org/>. Média de peso dos

animais semelhantes entre os grupos experimentais foi utilizada para avaliar a eficdcia da

randomizacao.

2.4.1.2 Grupos experimentais

Para este experimento, foram utilizados 6 animais/grupo experimental. As vias de
administracdo intraperitoneal e transdérmica foram utilizadas como forma de entrega do 2-
benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona. Para via intraperitoneal, o DPBP foi diluido em
dimetilsulféxido a 5% e os animais receberam uma injecao intraperitoneal contendo 1mg de
DPBP/kg de peso. J4 a administragdo por via transdérmica contou com a utiliza¢do do veiculo
transdérmico Pentravan®ao qual o DPBP foi incorporado e a dose administrada foi de 2mg/kg
de peso dos animais foi administrada na pata dos ratos. Em seguida, os animais foram

eutanasiados de acordo com 0s grupos experimentais e tempos descritos abaixo:
G1 — controle negativo intraperitoneal (dgua destilada + dimetilsulféxido 5%);
G2 - 0,5h intraperitoneal (DPBP — 1mg/Kg de peso do animal);

G3 — 1h intraperitoneal (DPBP — 1mg/Kg de peso do animal);

G4 — 2h intraperitoneal (DPBP — 1mg/Kg de peso do animal);


https://www.randomizer.org/
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G5 — 3h intraperitoneal (DPBP — 1mg/Kg de peso do animal);

G6 — 6h intraperitoneal (DPBP — 1mg/Kg de peso do animal);

G7 — 12h intraperitoneal (DPBP — 1mg/Kg de peso do animal);

G8 — 24h intraperitoneal (DPBP — 1mg/Kg de peso do animal);

G9 — 48h intraperitoneal (DPBP — 1mg/Kg de peso do animal);

G10 — controle negativo transdérmico (Pentravan®);

G11 — 0,5h transdérmico (Pentravan® + DPBP — 2mg/Kg de peso do animal);
G12 — 1h transdérmico (Pentravan®+ DPBP — 2mg/Kg de peso do animal);
G13 — 2h transdérmico (Pentravan®+ DPBP — 2mg/Kg de peso do animal);
G14 — 3h transdérmico (Pentravan®+ DPBP — 2mg/Kg de peso do animal);
G15 — 6h transdérmico (Pentravan®+ DPBP — 2mg/Kg de peso do animal);
G16 — 12h transdérmico (Pentravan® + DPBP — 2mg/Kg de peso do animal);
G17 — 24h transdérmico (Pentravan®+ DPBP — 2mg/Kg de peso do animal);

Ao final de cada tempo de administracdo, os ratos foram anestesiados com a utilizacao
de Isoflurano 100% (Isoforine, Cristdlia®), em aparelho de anestesia inalatéria conforme

resolucao 714, de 20 de julho de 2002 e submetidos a eutandsia por puncao cardiaca.

2.4.2 Preparo da curva padrao

A solucgdo estoque foi preparada solubilizando-se o DPBP em acetona (300ng/mL). Para
constru¢do da curva padrdo, foram utilizadas dilui¢des dessa solucao estoque correspondentes
a: Ing/mL; 10ng/mL; 19ng/mL; 75ng/mL e 150ng/mL. As dilui¢cGes foram injetadas
automaticamente em sistema UPLC-MS/MS e uma equacdo da reta foi estabelecida (y =

198,98x + 831,99; 12 = 0,9995).

2.4.3 Condi¢des cromatograficas e padroniza¢do do método

Para identificagdo e quantificacdo sérica e hepdtica do 2-benzil-1,3-difenil-1,3-
propanodiona, foi utilizado sistema de cromatografia liquida acoplado ao espectrometro de
massa triplo quadrupolo modelo 6430 (LC-MS QqQ), constituido por um cromatégrafo liquido
de Ultra Performance Liquid Chromatography (UPLC), modelo 1200 Infinity series e detector
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UV. As separagdes cromatograficas foram realizadas em temperatura de 23+2°C utilizando-se
uma coluna Zorbax Eclipse Plus C18 (1,8 um, 2,1m x 50mm) e uma coluna de guarda Zorbax
SB-C18, 1,8 um (Agilent). A fase moével foi constituida por A (4gua ultrapura) e B
(acetonitrila). As condi¢des de andlise empregadas foram: volume de injecao de SuL; vazio de
0,250 mL/min; tempo de corrida de 20 minutos; eluicdo por gradiente com os solventes
variando de 0 a Smin A-80% e B-20%, 5 a 13min A-60% e B-40%, 13 a 17min A-5% e B-
95% e 18 a 20 min A-80% e B-20%.

2.4.4 Processamento das amostras

O sangue foi coletado em tubos para coleta de sangue a vidcuo com gel separador, foi
centrifugado em centrifuga refrigerada a 3500rpm durante 15 minutos e o soro foi armazenado
a -80°C até as andlises. Uma aliquota de 200uL do soro foi adicionada a 800uL da solugdo de
acetato de etila/metanol (95:5 v/v), agitada em vortex e centrifugada a 10.000 G durante 15
minutos. O sobrenadante foi filtrado em filtro de nylon 0,22um e as amostras foram injetadas
automaticamente no sistema UPLC-MS/MS.

O figado foi coletado e armazenado a -80°C até as andlises. Uma porcdo de 100mg do
figado foi pesada, foi adicionado 1000uL da solucdo de acetato de etila/metanol (95:5 v/v) e
processada em homogeneizador de tecidos celulares tipo Potter (modelo NT-136, com pistilo
em PTFE). O homogenato de figado foi centrifugado a 10.000 G durante 30 minutos. Em
seguida, o sobrenadante da primeira centrifugacdo foi coletado, transferido para outro
eppendorf e centrifugado mais uma vez por 30 minutos. Por fim, o sobrenadante foi filtrado em
filtro de nylon 0,22um e as amostras foram injetadas automaticamente no sistema UPLC-

MS/MS.



60

2.4.5 Quantificagcdo do 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona
O cdlculo da area abaixo da curva foi realizado com auxilio do software Skyline e a
quantifica¢do do 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona se deu por meio da conversdo da drea

abaixo da curva de cada pico de maior intensidade na concentracdo plasmadtica e hepatica de

DPBP.
2.4.6 Analises estatisticas

Os dados foram organizados com auxilio do software Excel, versao 2016 e as andlises
estatisticas foram realizadas com auxilio dos softwares Stata, versao 13.0 e GraphPad Prism,
versdo 7. A igualdade de variancias das varidveis foi verificada pelo teste de Barlet e a andlise
de variancia com um fator (One-way ANOVA) seguida pelo post-hoc de Tukey foi utilizada
para identificar diferencas estatisticas entre os grupos experimentais. Foi adotado como nivel

de significancia estatistica um o de 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Propriedades farmacocinéticas da 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona

As andlises in silico estimaram que o produto sintético possui peso molecular de 314,4
g/mol, baixa solubilidade em dgua (0,565 umol/L), porém, apresenta alta absorcao intestinal
em humanos (98,7%) pela permeabilidade a células CaCo2. A toxicidade oral aguda para
roedores (LD50) € de 2,933 mols/kg enquanto a toxicidade oral cronica (LOAEL) € de 2,431
mols/kg/dia. Os dados indicam que o composto possui atividade hepatotdxica, no entanto,
estudos realizados anteriormente pelo grupo de pesquisa ndo revelaram tais caracteristicas
(NASCIMENTO et al., 2018, 2022).

Em relagdo a bioatividade do composto, valores de score calculados pelo programa
Molinspiration Cheminformatics maiores que 0,0 sugerem que a atividade da molécula € maior
contra aquele determinado alvo. Valores entre -5,0 e 0,0 apontam que a atividade € moderada,
enquanto valores ainda menores que -5,0 indicam inatividade da molécula
(CHEMINFORMATICS, 2020). Os resultados indicam que o composto pode possuir alta
atividade contra alvos de medicamentos como ligantes de receptores acoplados a proteina G
(GPCR) (0,03), ligantes de receptores nucleares (0,01), inibidores de proteases (0,04),
inibidores de enzimas (0,01) e atividade moderada como modulador de canais i6nicos (-0,01) e
inibidores de cinases (-0,17). Além disso, ndo viola nenhum dos critérios estabelecidos pela

regra dos 5 de Lipinski.
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3.2 Farmacocinética da 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona

Os resultados das andlises realizadas por UPLC-MS/MS confirmaram a pureza e
presenca do composto 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona no soro e figado dos animais
(APENCIDES — Figuras 36 a 44) e as figuras 2 e 3 apresentam as concentracdes séricas e
hepéticas deste composto, respectivamente, apds sua administracdo por via intraperitoneal e
transdérmica.

No que diz respeito a concentracdo sérica do DPBP, ndo se obteve diferenca
estatisticamente significativa entre os tempos avaliados em nenhuma das vias de administracao.
Esse resultado demonstra que as concentragdes séricas do DPBP se mantém detectdveis durante
24h para administracdo por via intraperitoneal e por 12h por administracio por via transdérmica

até ndo serem mais identificadas nos tempos 48h e 24h, respectivamente (figura 2).

Concentracao (ng/mL de soro)
o
n

0,5h 1h 2h 3h 6h 12h 24h 48h

-0.1 T T T T T T T
0,5h 1h 2h 3h 6h 12h 24h

Concentracao (ng/mL de soro)

Figura 2. Concentragdo sérica do 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona apds sua
administracdo por via intraperitoneal (A) e transdérmica (B).

Por outro lado, em relacdo as concentracdes hepaticas apds a administracdo do DPBP

por via intraperitoneal, percebe-se que os valores encontrados sdo baixos na maioria dos tempos
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avaliados. No entanto, no tempo de 6h foi possivel encontrar um aumento estatisticamente
significativo na quantidade do composto no tecido. Porém, 6h depois (tempo de 12h apds a
administra¢io) as concentragdes voltam a serem baixas até que ndo sdo mais detectaveis [F (7,
24) = 189,8; p < 0,0001]. J& a via de administra¢do transdérmica, apresenta um aumento da
concentracdo hepdtica gradativo até as primeiras 2h pds administracdo até que deixa de ser

detectada a partir do tempo de 6h [F (6, 21) =5,532; p < 0,001].

-2 T T T T T T T T

0,5h 1h 2h 3h 6h 12h 24h 48h

Concentracdao (ng/mg de tecido)

0.6

-0.2 T T T T T T T
0,5h 1h 2h 3h 6h 12h 24h

Concentracdo (ng/mg de tecido)

Figura 3. Concentracio hepdtica do 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona apds sua
administracdo por via intraperitoneal (A) e transdérmica (B).

Ao se administrar uma molécula pela via intraperitoneal, a depender do seu peso
molecular, espera-se que ela seja absorvida por capilares ou vasos linfdticos peritoneais e
transportada até a circulacdo sistémica por meio da veia porta. Dessa forma, assim como
medicamentos administradas pela via oral, presume-se que ao ser absorvida, essa molécula
passard pelo figado e serd metabolizada, podendo se tornar ativa, inativa, pouco ativa e até
mesmo ser direcionada para excrecio (AL SHOYAIB; ARCHIE; KARAMYAN, 2020). Por

outro lado, quando se lanca mdo da rota transdérmica, essa metabolizacdo serd evitada ou
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retardada, uma vez que a formulacdo administrada ndo passard inicialmente pelo trato
gastrointestinal ou figado (ITA; UKAOMA, 2022).

Este € o primeiro trabalho que avalia a farmacocinética e distribuicao tecidual do DPBP
e, diferentemente do esperado, os resultados apresentados na figura 3 evidenciam que quando
o DBBP foi administrado por via intraperitoneal sua passagem pelo figado foi mais tardia,
acontecendo 6h apds a injecdo. Em contrapartida, quando administrado por via transdérmica,
teve uma passagem nos momentos iniciais (até 3h apds administracdo).

Essa diferenca no tempo em que a molécula demora para ser detectada no figado pode
influenciar nas suas propriedades farmacoldgicas, reduzindo sua disponibilidade e at¢é mesmo
sua atividade bioldgica. Nao foi possivel investigar in vivo a rota de metabolizacao do 2-benzil-
1,3-difenil-1,3-propanodiona, no entanto, baseando-se na rota metabdlica do dibenzoilmetano
observada por Lin et al. (2005), foram construidas duas propostas de rotas de metaboliza¢ao do
DPBP por microssomos hepaticos.

Nos achados descritos por Lin et al. (2005) o DBM inicialmente € reduzido a 1,3-difenil-
3-hidroxil-1,3-propanona (DBMH>), seu principal metabolito. Em seguida, DBMH> pode
seguir trés caminhos: 1) sofrer desidratacao e formar chalcona e posteriormente sofrer reducao
formando dihidrochalcona; 2) sofrer desidratacdo e formar dihidrochalcona; e 3) sofrer uma

clivagem oxidativa e formar dcido benzdico (figura 4).

o
oo U

dihidrochalcona acido benzdico

Figura 4. Proposta de metabolizacdo do dibenzoilmetano (DBM) por microssomos hepaticos
de ratos. (Adaptado de Lin et al., 2005).
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Na primeira proposta de metabolizacdo hepatica do DPBP, ele sofreria uma clivagem

oxidativa formando dihidrochalcona e dcido benzdico (figura 5).
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Figura 5. Primeira proposta de metabolizacio do 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona
(DPBP) por microssomos hepéticos de ratos.

Na segunda proposta, inicialmente o DPBP perderia o grupamento benzila adicionado
formando DBM e 4cido benzéico. O DBM formado sofreria uma reacdo de desidratacdo

formando chalcona que, em seguida, seria reduzida a dihidrochalcona (figura 6).
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Figura 6. Segunda proposta de metabolizacdo do 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona
(DPBP) por microssomos hepéticos de ratos.
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4. CONCLUSAO

Dessa forma, podemos concluir que as vias de administracao do 2-benzil-1,3-difenil-
1,3-propanodiona foram eficazes para sua absorcdo até a corrente sanguinea e seu transporte
até o figado. Independentemente da rota utilizada, a concentracio sérica do DPBP se manteve
detectdvel por 12 horas ou mais. No entanto, inesperadamente, as concentragdes hepdticas do
DPBP foram maiores no momento tardio quando administrado por via intraperitoneal e no

momento inicial quando administrado pela via transdérmica.
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CAPITULO 3

ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DO GEL TRANSDERMICO CONTENDO
DIBENZOILMETANO OU 2-BENZIL-1-3-DIFENIL-1,3-PROPANODIONA NA DOENCA
INFLAMATORIA INTESTINAL
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1. INTRODUCAO

A doenca inflamatéria intestinal (DII) € caracterizada pela inflamacdo do trato
gastrointestinal que pode se manifestar em dois principais fendtipos: colite ulcerativa (CU) e
Doenca de Crohn (DC). Tais fen6tipos podem ser diferenciados de acordo com a regido do trato
gastrointestinal afetada; distribuicdo das lesdes; caracteristicas histoldgicas; caracteristicas
macroscopicas e sintomatologia. A tabela 3 apresenta as principais diferencas entre a CU e a

DC.

Tabela 1. Principais caracteristicas das doengas inflamatdrias intestinais.

Colite ulcerativa Doenca de Crohn
. Todo o trato
Area afetada Célon . .
gastrointestinal
Distribui¢do das lesdes Continua -
Mucosa/submucosa .
) . . Granulomas transmurais
Histologia Abcesso de criptas

. . Ulceras aftéides
Ulceras superficiais

Friabilidade da mucosa

Caracteristicas ) p
macrosconicas Pseudopolipos Fistulas
T i
P Perda da haustra
. . Diarreia
Diarreia sanguinolenta )
) ) ) Dor abdominal
Sintomatologia Dor abdominal
Perda d Perda de peso
erda de peso
P Febre

Fonte: Adaptado de Thoreson; Cullen, 2007

Além de poder atingir todo o trato gastrointestinal, as DII podem ocasionar
manifestacoes extras intestinais capazes de acometer entre 5 e 50% dos pacientes
diagnosticados. Entre os principais tecidos e Orgdos que podem ser afetados destacam-se:
cartilagem (artropatias); Ossos (redu¢do da densidade mineral dssea e osteoporose); olhos
(uveite anterior e episclerite); pele (eritema nodoso, pioderma gangrenoso), figado (colangite
esclerosante primdria e amiloidose hepética) e pancreas (pancreatite) (OTT; SCHOLMERICH,
2013; ANNESE, 2019).

A etiologia das DII em humanos permanece ainda ndo muito bem esclarecida, todavia,
estudos epidemioldgicos vém sugerindo que a susceptibilidade genética € o principal fator que
contribui com o desenvolvimento de DII destacando-se o histérico familiar como importante

fator de risco. Outros fatores, assim como imunoldgicos e ambientais (tabagismo e padrdo
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alimentar), também t€m sido relatados como explica¢gdes para o aparecimento de tais patologias
(BONEN;CHO, 2003; THORESON;CULLEN, 2007).

A fisiopatologia das DII envolve o reconhecimento de padrdes moleculares associados
a patégenos (PAMPs) por receptores do tipo toll ou proteinas citoplasmaticas como NODI1 e
NOD?2. Tal reconhecimento ativa cascatas de fosforilacdo que vao resultar na ativacdo e
translocacdo de NF-kB para o nucleo, onde acontecera a indugdo da transcri¢cdo de genes pro-
inflamatérios. Assim, como resposta celular, o sistema imune aumenta a producdo de citocinas
pré-inflamatérias como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), Interferon-gama (INF-y),
Interleucina (IL)-12, IL-1PB, IL-6, IL-13 e IL-17 que agirdo como os efetores no processo
inflamatério caracteristico das DII (NEURATH et al., 2014).

O estresse oxidativo, que sucede de um desequilibrio entre a geracdo de compostos
oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante, é outra resposta significativa para o
surgimento da doenga. Esse desequilibrio que estd envolvido com o aparecimento de sinais e
sintomas da DII, incluindo diarreia, megacdlon téxico e dor abdominal (DAMIANI, 2006;
BARBOSA et al., 2010). Antioxidantes de origem enddgena, como as enzimas superoxido
dismutase, glutationa peroxidase e s-tranferase, e catalase, sdo capazes de combater o estresse
oxidativo na mucosa intestinal. Toda via, o processo inflamatério requer um aumento da
demanda por estes importantes antioxidantes, resposta que, nem sempre, € atendida. Como
resultado, gera-se uma desigualdade entre os fatores pré-oxidantes e antioxidantes, resultando
assim em lesdes no epitélio intestinal (TORRES et al., 2011; MANDALARI et al., 2011;
MOURA et al., 2015).

Dado a fisiopatologia complexa das DII, o objetivo do tratamento € controlar o processo
inflamatorio, por meio de terapia medicamentosa ou cirurgia, com vistas em reduzir os sinais €
sintomas caracteristicos da doenga. A terapia medicamentosa pode envolver o uso de
medicamentos anti-inflamatdrias; corticosteroides; imunossupressores; antibioticos; anticorpos
monoclonais; analgésicos, anticolinérgicos; antidiarreicos; e suplementos de minerais,
vitaminas, dcidos graxos Omega-3 e probidticos. Somente quando tais medidas ndo sao eficazes
em reverter os sinais e sintomas caracteristicos das DII, o tratamento cirdrgico € indicado
(PITHADIA; JAIN, 2011).

A utiliza¢@o da via oral como rota de administracdo de medicamentos em pacientes com
DII pode ser prejudicada em funcdo das dificuldades de absorcdo geradas pelo processo
inflamatério e da diarreia. Nesse sentido, rotas alternativas para administracdo da terapia
medicamentosa como a transdérmica devem ser exploradas. A utilizagdo da via transdérmica

pode ser vantajosa principalmente por evitar a passagem dos medicamentos pelo trato
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gastrointestinal, facilitando sua absor¢do e acdo tecidual. Assim, este capitulo tem como
objetivo investigar a atividade antioxidante de um gel transdérmico contendo 2-benzil-1,3-

difenil-1,3-propanodiona em um modelo animal para doenga inflamatdria intestinal.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Desenho experimental

2.1.1 Animais

A IL-10 € uma citocina importantissima para manuten¢ao da homeostase intestinal. Em
animais normais, a I[L-10 regula a resposta inflamatéria mediada por linfécitos Th1l e Th17, no
entanto, em animais knockout a auséncia da producdo dessa interleucina resulta no ndo
contrabalanceamento dessa resposta inflamatéria e o desenvolvimento da colite acontece em
funcdo do aumento da producdo de citocinas pré-inflamatérias em resposta as bactérias
presentes no intestino (KEUBLER et al., 2015). A colite desenvolvida por esses animais se
assemelha em aspectos histoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos da colite desenvolvida por
humanos, fazendo desse modelo animal uma importante ferramenta para experimentos

destinados a avalia¢dao das doencas inflamatérias intestinais (KENNEDY et al., 2002).

Foram utilizados 42 camundongos fémeas (/L1 07), recém-desmamadas, com 28 dias de
idade, peso médio de 18g, obtidos do Biotério do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da
Universidade Federal de Vigosa, Vicosa (MG). Os animais, até o final do experimento, ficaram
mantidos em caixas de polietileno, consumindo racdo comercial (Presence/InVivo® Nutri¢ao
Animal) e dgua destilada ad libitum. A temperatura da sala de experimentacdo foi controlada

em 22°C * 3°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas.

2.1.2 Grupos experimentais

Na 16* semana de vida, os animais foram divididos em 7 grupos experimentais,
contendo 6 animais em cada grupo, de forma randomizada, de modo que nao houvesse diferenca
maior que 3,0 g entre as médias dos pesos dos grupos, atendendo a recomendacdo da AOAC
(1997). O esquema de randomizacdo dos animais foi gerado utilizando-se o software online

Reserch Randomizer® disponivel no site < https://www.randomizer.org/>. Média de peso dos

animais semelhantes entre os grupos experimentais foi utilizada para avaliar a eficdcia da
randomizac¢do. Em seguida, os animais foram tricomizados na regido dorsal distal, com auxilio
de lamina cortante, em uma &drea de 2 cm? e as tricomizagOes subsequentes aconteceram

semanalmente.


https://www.randomizer.org/
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Foram utilizados os seguintes grupos experimentais: 1) controle negativo (veiculo via
transdérmica - Pentravan®); 2) DBM 2 (veiculo + dibenzoilmetano 2 mg/kg via transdérmica);
3) DBM 4 (veiculo + dibenzoilmetano 4 mg/kg via transdérmica); 4) DBM 8 (veiculo +
dibenzoilmetano 8 mg/kg via transdérmica); 5) DPBP 2 (veiculo + derivado de
dibenzoilmetano 2 mg/kg via transdérmica); 6) DPBP 4 (veiculo + derivado de
dibenzoilmetano 4 mg/kg via transdérmica); 7) DPBP 8 (veiculo + derivado de

dibenzoilmetano 8 mg/kg via transdérmica);

2.1.3 Eutanasia dos animais

Ao final de 4 semanas de experimento, os camundongos foram pesados e ficaram em
jejum por 12 horas. Eles foram anestesiados (com a utilizacdo de Isoflurano 100%, Isoforine,
Cristdlia®, em aparelho de anestesia inalatéria conforme resolucao 714, de 20 de julho de 2002)
e submetidos a eutandsia por puncdo cardiaca. Os intestinos dos animais foram retirados e
pesados. Amostras dos intestinos foram fixadas em formaldeido tamponado 10% e o restante
imediatamente congelados em nitrogénio liquido e armazenados em ultrafreezer a temperatura

de -80°C até o inicio das analises de estresse oxidativo.

2.1.4 Medidas biométricas

O ganho de peso dos animais foi analisado pela subtracdo do peso dos animais ao final
do experimento do peso dos animais no inicio do experimento. O indice de massa corporal foi
calculado pela razao entre o peso dos animais ao final do experimento e o quadrado do
comprimento naso-anal e o peso de cada fracao do intestino foi aferido com uma balanga semi-

analitica logo apés a eutandsia dos animais.

2.1.5 Avaliacao da atividade antioxidante tecidual

Foram utilizados homogenato de intestinal (c6lon e intestino delgado) e realizacdo da

atividade antioxidante dos seguintes marcadores:

2.1.6 Atividade de catalase (CAT)

A determinacdo da atividade da enzima catalase € baseada na sua capacidade de clivar
o peroxido de hidrogénio (H202) em dgua e oxigénio molecular, conforme descrito por AEBI
(1984). Em um tubo de polipropileno foram adicionados 50 pL de tampao fosfato 100 mM, (pH
7,2) e 40 uL de agua destilada e 10 pL da amostra. A reagao foi iniciada pela adigdo de 900 pL
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de H>0; (5 mM). As absorbancias foram determinadas a cada minuto, durante trés minutos, a
240 nm. Agua destilada foi utilizada como branco.

Uma unidade (U) de catalase € equivalente a hidrélise de 1mol de H»O (¢=39,4 L.mol
Lem™). por minuto (AEBI, 1984). Usualmente a atividade dessa enzima é representada em
umol/mL de amostra. A atividade da catalase sera calculada segundo a lei de Lambert Beer. A
absorbancia utilizada para o célculo é o delta obtido das trés absorbancias lidas (absorbancia

final — absorbancia inicial).

2.1.7 Atividade de superéxido dismutase (SOD)

A quantificacdo da enzima SOD foi expressa em unidades relativas, sendo uma unidade
de SOD definida como a quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidagao do
pirogalol. Foram utilizados 20 pL de homogeneizado de intestino, 8uL. de pirogalol 24 mmol/L
e 4 uL de catalase 30 pmol/L, completando para 200 pL. com tampao Tris-HCI-EDTA 0,01 M
(pH 7,4). A leitura da absorvancia foi feita a 420 nm, sendo os resultados expressos em U de

SOD / mg de proteina (MARKLUND, 1985).

2.1.8 Concentracao de Oxido Nitrico (NO)

A analise foi realizada em triplicata em placa de 96 pocos. Foi utilizado 50 pL de
homogenato de intestino e misturados as solu¢cdes A (Sulfanilamida 1% em H3PO4 2,5%) ¢ B
(Naftil etileno amida dihydrochloride 0,1% em H3PO4 2,5%) na proporc¢ao (1:1) e foi deixada
a placa reagir por 10 min no escuro para posterior leitura no espectrofotometro (Multiskan Go,
Thermo Cientific) em comprimento de onda 570 nm.

Para constru¢do da curva padrao foram feitas 8 dilui¢des 1:2 para o padrao (1-Nitrito de
Sodio 6,9 mg/400 mL). Foi colocado 50 puL de tris HCI nos pogos destinados ao padrao.
Acrescentou 50 uL do proprio padrdo a primeira duplicata, e continuou a diluicdo
homogeinezando e retirando 50uL da primeira dilui¢do e passando para a segunda diluicao e

assim sucessivamente.
2.1.9 Analises histomorfométricas

O cdlon e o intestino delgado de cada animal foram fixados em solu¢do de Carnoy
durante 24 horas e armazenados em dlcool 70%. Os fragmentos dos tecidos foram desidratados
em solucdes crescentes de etanol e xileno e embebidos em parafina, depois seccionados em
micrétomo rotativo semi-automadtico (Leica ® RM2255) em cortes de Sum e corados com

hematoxilina e eosina. As analises morfométricas foram realizadas com auxilio do software
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Image-Pro Plus (versdo 4.0.5.29, Media Cybernetics Inc.), segundo Bastos et al (2016) e
Dobrowolski et al., (2012) com modificacdes. Em cada regido do intestino, foram medidos os
seguintes parametros: a) largura da camada muscular; b) altura do epitélio na vilosidade; c)
altura do epitélio na cripta; d) didmetro da cripta; e) largura da vilosidade; f) comprimento da
vilosidade. Todas as medidas foram feitas em 5 pontos diferentes para cada animal. Os
resultados para cada animal (repeti¢do) foram apresentados como médias das medidas para o

parametro em questao.

2.2 Analises estatisticas

Foi utilizada a planilha do Excel, Microsoft Office, 2016 para armazenagem dos dados
coletados. Os dados foram analisados nos programas Stata, versao 13.0 e GraphPad Prism,
versdo 7. A igualdade de variancias das varidveis foi verificada pelo teste de Barlet e a andlise
de variancia com um fator (One-way ANOVA) seguida pelo post-hoc de Tukey foi utilizada
para identificar diferencas estatisticas entre os grupos experimentais. Valores de p menores que

0,05 foram adotados como indicadores de diferenca estatisticamente significativa.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Medidas biométricas

Em relacdo as medidas biométricas avaliadas, os resultados apresentados nas figuras 1,
2 e 3 demonstraram que ndo houve diferenga estatisticamente significante para o ganho de peso
dos animais [F (6, 25) = 0,7685; p = 0,6018] e para os pesos das por¢des intestinais referentes
ao ceco [F (6, 25) = 1,601; p = 0,1885] e intestino delgado [F (6, 25) = 1,172; p = 0,3527]. No
entanto, houve diferenca estatisticamente significativa para o indice de massa corporal [F (6,
25)=5,797; p <0,001], sendo maior nos animais tratados com gel transdérmico contendo DBM
na concentrac¢do de 4mg/kg de peso dos animais quando comparado aos animais que receberam
gel transdérmico contendo DPBP nas concentracdes de 2 e 4 mg/kg de peso dos animais (figura
2). Por outro lado, peso do cdlon foi maior nos animais dos grupos DPBP 2 e 8 quando
comparados aos animais dos grupos DBM 4 e 8 [F (6, 25) = 3,624; p < 0,05] (figura 3).

A perda de peso e anemia em fun¢do da ma absorcdo gerada pelo processo inflamatério
no intestino de animais knockout da interleucina 10 estd relacionada com aumento da
mortalidade nesses modelos animais (ZURITA-TURK et al., 2020). Apesar das diferencas
encontradas entre os grupos experimentais que receberam DBM ou DPBP, percebe-se que o

controle negativo obteve médias das varidveis avaliadas similares estatisticamente a todos os
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tratamentos, demonstrando que independente do tratamento utilizado por via transdérmica, as

varidveis biométricas nao foram afetadas no tempo avaliado.
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Figura 1. Ganho de peso dos animais durante o tratamento por 28 dias com gel transdérmico
contendo dibenzoilmetano (DBM) ou 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona
(DPBP).
Os resultados representam a média + DP de 6 animais em cada grupo. Letras
diferentes representam uma diferenca estatistica significante (ANOVA seguida
pelo teste post-hoc de Tukey).
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Figura 2. Indice de massa corporal dos animais durante o tratamento por 28 dias com gel
transdérmico contendo dibenzoilmetano (DBM) ou 2-benzil-1,3-difenil-1,3-
propanodiona (DPBP).

Os resultados representam a média + DP de 6 animais em cada grupo. Letras
diferentes representam uma diferenca estatistica significante (ANOVA seguida
pelo teste post-hoc de Tukey).
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Figura 3. Peso dos intestinos dos animais durante o tratamento por 28 dias com gel
transdérmico contendo dibenzoilmetano (DBM) ou 2-benzil-1,3-difenil-1,3-
propanodiona (DPBP). A) peso do ceco; b) peso do célon; C) peso do intestino
delgado.

Os resultados representam a média + DP de 6 animais em cada grupo. Letras
diferentes representam uma diferenca estatistica significante (ANOVA seguida
pelo teste post-hoc de Tukey).

3.2 Atividade antioxidante do gel transdérmico contendo dibenzoilmetano ou 2-benzil-1,3-
difenil-1,3-propanodiona no intestino delgado e c6lon

A figura 5 apresenta os dados relativos a atividade antioxidante no intestino delgado dos
animais que receberam gel transdérmico contendo dibenzoilmetano ou 2-benzil-1,3-difenil-1,3-
propanodiona durante 28 dias. Em relacdo a enzima catalase, os resultados demonstram que o
foi possivel quantificar uma quantidade menor atividade dessa enzima nos animais do grupo
experimental DPBP 4 quando comparados aos animais do controle negativo [F (6, 24) = 2,562;
p < 0,05]. A quantificacdo da enzima superoxido dismutase foi maior no grupo DBM 2 quando

comparada ao grupo DPBP 4 [F (6, 24) = 3,748; p < 0,05] e foi quantificado mais 6xido nitrico
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tecidual no controle negativo do que todos os grupos experimentais, exceto DBM 4 [F (6, 25)
=3,154; p < 0,05].

Diferente do intestino delgado, conforme demonstra a figura 6, a quantificacdo tecidual
da enzima antioxidante catalase no c6lon foi maior nos animais do grupo DBM 4 em
comparacdo aos animais controle e do grupo DPBP 8 [F (6, 25) = 4,321; p < 0,01]. A enzima
superoxido dismutase foi maior no grupo DBM 2 quando comparada ao grupo DPBP 4 [F (6,
24) = 3,748; p < 0,05] e a concentragdo tecidual de 6xido nitrico foi similar entre todos os
grupos experimentais [F (6, 24) = 0,8798; p = 0,5244].

O estresse oxidativo estd associado as respostas inflamatdrias teciduais e, como tal, tem
sido implicado na propagacdo e exacerbacdo das doencas inflamatdrias intestinais. A infiltracao
do tecido da mucosa com células imunes ativadas e a geracdo de espécies reativas de oxigénio
e nitrogénio tornam o ambiente pré-oxidante, perturbando a homeostase celular e danificando
macromoléculas como carboidratos, lipideos, proteinas e dcidos nucleicos. Todo esse processo
contribui para o desenvolvimento de dano celular e aumento da permeabilidade da barreira
mucosa, acelerando e perpetuando a inflamac¢do em curso (ALZOGHAIBI, 2013; TTIAN;
WANG; ZHANG, 2017).

Durante a inflamag¢do na mucosa, em resposta ao estimulo gerado por citocinas pro-
inflamatdrias, a expressdo e atividade da enzima iNOS € aumentada e, como consequéncia,
6xido nitrico é produzido (SOUFLI et al., 2016). Na tentativa de conter os efeitos nocivos
causados pelo excesso da produ¢do de EROs e ERNSs, as defesas antioxidantes enzimaticas
presentes no trato gastro intestinal, tentam manter os niveis dessas moléculas sob controle. No
presente estudo foram investigadas a acdo da enzima superdxido dismutase, enzima responsdvel
por catalisar a reducdo de Oz” em Oz e posteriormente em H>O». (FRIDOVICH, 1997); e da
enzima catalase, que catalisa a reducdo de H>O> em H>0 e O, (SCHRADER; FAHIMI, 2006).
A atividade dessas enzimas estd relacionada com a fase da doenca inflamatdria intestinal. Em
geral, durante a fase ativa, a atividade de SOD ¢é aumentada, na fase de remissdo ela tende a
retornar a niveis fisioldgicos e na fase inativa possui menor atividade. J4 a enzima catalase
tende a possuir menor atividade nas fases ativas e de remissio e maior atividade na fase inativa
da doenca (DE MORENO DE LEBLANC et al., 2008; MONARI, 2009; LEBLANC et al.,
2011; BOUZID et al., 2013)

Percebe-se que o tratamento durante 28 dias com o gel transdérmico contendo
dibenzoilmetano apresentou atividade antioxidante reduzindo a quantidade de 6xido nitrico no
intestino delgado e aumentando a atividade de catalase no célon. J4 o gel transdérmico contendo

2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona atuou apenas reduzindo o teor de Oxido nitrico no
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intestino delgado. Considerando-se a fisiopatologia de algumas doencas gastrointestinais como
a sindrome do intestino irritdvel e as doencas inflamatdrias intestinais, terapias medicamentosas
focadas na inibi¢do do 6xido nitrico tém sido estudadas e se mostram promissoras, apesar de
ainda ndo estarem completamente desenvolvidas (WALLACE, 2019).

Estudos anteriores demonstraram a acdo do DBM no estresse oxidativo envolvendo a
reducdo da expressdo de iNOS e da produgdo de 6xido nitrico e a detoxificacdo dos tecidos
mediada pela ativac@o de enzimas de fase Il induzidas pelo aumento da ligacdao de Nrf2 ao DNA
(THIMMULAPPA et al., 2008; KIM et al. 2018; TAKANO et al., 2018). Nrf2 é um fator de
transcri¢do nuclear que responde a estimulos relacionados ao estresse oxidativo e € fundamental
para resposta antioxidante. Quando o nivel de radicais livres aumenta na célula gerando um
desbalanco entre as moléculas oxidantes e as defesas antioxidantes, Nrf2 transloca rapidamente
do citoplasma para o nticleo e inicia a transcri¢ido de genes relacionados a resposta antioxidante,
protegendo a célula dos danos oxidativos (ZHU et al., 2005; DONG; SULIK; CHEN, 2008;
ZHAN; LI; ZHOU, 2021). Dentre os multiplos processos bioldgicos relacionados a resposta
antioxidante regulados por Nrf2, incluem-se a transcricdo de enzimas relacionadas a
detoxificagdo de espécies reativas de oxigéncio e xenobidticos como as das familias das
superoxido dismutases, catalases e glutationas (ZHU et al., 2005; ZHAN; LI; ZHOU, 2021)

A tautomeria ceto-enol do dibenzoilmetano estd relacionada com a sua capacidade de
ativacdo de enzimas de detoxificagdo de fase II como a quinona redutase (DINKOVA-
KOSTOVA; TALALAY, 1999). Percebe-se que desde os primeiros 30 minutos, foi possivel
encontrar o DPBP no figado, com maior concentracdo no tempo de duas horas (Capitulo 2 -
figura 6). A passagem pelo figado pode ter favorecido sua biotransformacdo em algum
metabolito com caracteristicas similares ao dibenzoilmetano, fornecendo atividade de indutor
da ativagdo de enzimas de detoxificacdo de fase II. Conforme demonstrado na figura 4, uma
das propostas de metabolizacao hepatica do DPBP pode favorecer a atividade de estimulador
da ativacdo dessas enzimas por fornecer ao composto a capacidade de tautomeria ceto-enol apos

a perda do grupamento benzila adicionado.
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Figura 4. Proposta de atividade ativadora de enzimas de detoxificacdao de fase II do 2-benzil-
1,3-difenil-1,3-propanodiona (DPBP).
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Figura 5. Efeito do tratamento com gel transdérmico contendo dibenzoilmetano (DBM) ou 2-
benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona (DPBP) durante 28 dias na quantifica¢do
tecidual das enzimas catalase (CAT) e super6xido dismutase (SOD) e do 6xido

nitrico (NO) no intestino delgado.
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Os resultados representam a média + DP de 6 animais em cada grupo. Letras diferentes

representam uma diferenca estatistica significante (ANOVA seguida pelo teste post-hoc de

Tukey).
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Figura 6. Efeito do tratamento com gel transdérmico contendo dibenzoilmetano (DBM) ou 2-
benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona (DPBP) durante 28 dias na quantificagdo
tecidual das enzimas catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD) e do 6xido
nitrico (NO) no c6lon.

Os resultados representam a média + DP de 6 animais em cada grupo. Letras
diferentes representam uma diferenca estatistica significante (ANOVA seguida

pelo teste post-hoc de Tukey).
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3.3 Andlises histomorfométricas do ceco, célon e intestino delgado de animais que receberam
gel transdérmico contendo dibenzoilmetano (DBM)

As andlises histomorfométricas do ceco dos animais que foram tratados com gel
transdérmico contendo DBM demonstraram que, quando comparados aos animais controle, a
altura da camada muscular desses animais foi maior nos grupos DBM 2 e DBM 4 [F (3, 47) =
3,671; p <0,05]; a altura do epitélio na cripta [F (3, 49) = 4,232 p < 0,01], o diametro da cripta
[F (3, 49) = 12,07; p < 0,0001] e o diametro da lamina prépria [F (3, 49) = 1111; p < 0,0001]
foram menores em todos os grupos teste e a profundidade da cripta [F (3, 49) = 3,185; p < 0,05]
foi menor apenas no grupo DBM 2 (figura 7).

No célon, a altura da camada muscular foi similar ao controle negativo, porém, diferente
entre os grupos teste, sendo maior nos grupos DBM 4 e 8 em comparagao ao DBM2 [F (3, 49)
= 14,01; p < 0,0001]. O diametro da lamina prépria foi maior no grupo controle quando
comparado aos demais grupos teste [F (3, 49) = 283; p < 0,0001] e a profundidade da cripta foi
maior no grupo controle e DBM 4 em relacdo aos grupos DBM 2 e DBM 8 [F (3, 49) = 15,28;
p < 0,0001]. Por outro lado, altura do epitélio na cripta [F (3, 49) = 1,558; p = 0,2114] e o
diametro da cripta [F (3, 49) = 0,8512 p = 0,4727] tiveram médias estatisticamente similares
entre os animais controle e teste (figura 8).

Quanto ao intestino delgado, a altura da camada muscular foi maior nos grupos teste em
relacdo ao controle [F (3, 49) = 19,04; p < 0,0001], o didmetro da cripta foi maior no grupo
controle em relagdo ao DBM 4 [F (3, 49) = 4,192; p < 0,01] e a altura da vilosidade foi maior
no grupo controle quando comparada a todos os grupos teste [F (3, 49) = 43,55 p < 0,0001]. As
medidas dos grupos controle e teste da altura do epitélio da vilosidade F (3, 49) = 2,692; p =
0,0563], altura do epitélio da cripta [F (3, 49) = 2,126; p = 0,1089] e o didmetro da vilosidade
[F (3, 49) =2,375; p = 0,081] ndo foram estatisticamente diferentes (figura 9).

As lesdes inflamatérias presentes em animais IL-107" sdo descontinuas e transmurais, e
incluem hiperplasia epitelial, abscessos de criptas, ulceras, deplecao de mucinas e espessamento
da parede intestinal com infiltracdo de linfdcitos, plasmdcitos, macréfagos, eosindfilos e
neutrofilos (VILLANACCI, 2013). Apesar das diferencas estatisticamente significantes
apresentadas acima, ao se analisar as fotomicrografias apresentadas na figura 18, percebe-se
que o tratamento com gel transdérmico contendo dibenzoilmetano ndo melhorou de forma

significativa a arquitetura intestinal dos animais.
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Figura 7. Medidas histomorfométricas do ceco de animais tratados com gel transdérmico
contendo dibenzoilmetano. A) altura da camada muscular (um); B) altura do
epitélio na cripta (um); C) diametro da cripta (um); D) didmetro da lamina propria
(um); E) profundidade da cripta (um).

Os resultados representam a média + DP de 6 animais em cada grupo. Letras
diferentes representam uma diferencga estatistica significante (ANOVA seguida
pelo teste post-hoc de Tukey).
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Figura 8. Medidas histomorfométricas do célon de animais tratados com gel transdérmico
contendo dibenzoilmetano. A) altura da camada muscular (um); B) altura do
epitélio na cripta (um); C) didametro da cripta (um); D) didmetro da lamina propria
(um); E) profundidade da cripta (um).

Os resultados representam a média + DP de 6 animais em cada grupo. Letras
diferentes representam uma diferencga estatistica significante (ANOVA seguida
pelo teste post-hoc de Tukey).
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Figura 9. Medidas histomorfométricas do intestino delgado de animais tratados com gel
transdérmico contendo dibenzoilmetano. A) altura da camada muscular (um); B)
altura do epitélio na vilosidade (um); C) altura do epitélio na cripta (um); D)
diametro da cripta (um); E) didmetro da vilosidade (um); F) altura da vilosidade
(um).
Os resultados representam a média + DP de 6 animais em cada grupo. Letras
diferentes representam uma diferenca estatistica significante (ANOVA seguida
pelo teste post-hoc de Tukey).
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3.4 Anadlises histomorfométricas do ceco, c6lon e intestino delgado de animais que receberam
gel transdérmico contendo 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona (DPBP)

A histomorfometria das porcdes do intestino dos animais que receberam gel
transdérmico contendo DPBP durante 28 dias estd representada nas figuras 10, 11 e 12. No que
se refere ao ceco, os resultados demonstram que a altura da camada muscular foi maior no grupo
DPBP 2 em relagc@o ao grupo controle [F (3, 22) = 7,226; p < 0,001], a altura do epitélio na
cripta foi maior no grupo controle em relacdo ao grupo DPBP 2 [F (3, 22) = 4,818; p = 0,010]
e o didmetro da cripta também foi maior no grupo controle em relagdo aos grupos DPBP 2 e
DPBP 4 [F (3, 22) =9,058 ; p <0,001]. As medidas da altura do epitélio na vilosidade [F (3,
22) =0,7972; p = 0,5086], diametro da vilosidade [F (3, 22) = 1,103; p = 0,3690] e altura da
vilosidade [F (3, 22) = 1,76; p = 0,1842] foram estatisticamente similares.

No coélon, apenas as médias da altura da vilosidade apresentaram diferencas
estatisticamente significantes, sendo maior no grupo controle em relacio aos grupos teste DPBP
2 e DPBP 8 [F (3, 22) = 8,025; p < 0,001]. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes entre todas as medidas avaliadas no intestino delgado para todos os grupos
experimentais.

Assim como os resultados apresentados para os animais tratados com gel transdérmico
contendo dibenzoilmetano, o tratamento com gel transdérmico contendo 2-benzil-1,3-difenil-
1,3-propanodiona parece nao melhorar a arquitetura intestinal dos animais (figura 13). As
doencas inflamatdrias intestinais possuem uma fisiopatologia complexa, que depende de
componentes genéticos, imunoldgicos e ambientais e seu tratamento depende de uma série de
farmacos que atuam por diversos mecanismos de acio (BAUMGART; LE BERRE, 2021).
Dessa forma, mais investigagdes sao necessarias para avaliar a utilizacdo do gel transdérmico

como um adjuvante no seu tratamento.
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Figura 10. Medidas histomorfométricas do ceco de animais tratados com gel transdérmico
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contendo 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona (DPBP). A) altura da camada
muscular (um); B) altura do epitélio na vilosidade (um); C) altura do epitélio na
cripta (um); D) didmetro da cripta (um); E) didmetro da vilosidade (um); F)

altura da vilosidade (um).

Os resultados representam a média + DP de 6 animais em cada grupo. Letras
diferentes representam uma diferenga estatistica significante (ANOVA seguida

pelo teste post-hoc de Tukey).
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Figura 11. Medidas histomorfométricas do célon de animais tratados com gel transdérmico
contendo 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona (DPBP). A) altura da camada
muscular (um); B) altura do epitélio na vilosidade (um); C) altura do epitélio na
cripta (um); D) didmetro da cripta (um); E) didmetro da vilosidade (um); F) altura
da vilosidade (um).

Os resultados representam a média = DP de 6 animais em cada grupo. Letras
diferentes representam uma diferencga estatistica significante (ANOVA seguida
pelo teste post-hoc de Tukey).
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Figura 12. Medidas histomorfométricas do intestino delgado de animais tratados com gel
transdérmico contendo 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona (DPBP). A) altura da
camada muscular (um); B) altura do epitélio na vilosidade (um); C) altura do
epitélio na cripta; D) didmetro da cripta (um); E) didmetro da vilosidade (um); F)
altura da vilosidade (um).

Os resultados representam a média + DP de 6 animais em cada grupo. Letras
diferentes representam uma diferenca estatistica significante (ANOVA seguida
pelo teste post-hoc de Tukey).
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Figura 13. Histologia representativa das se¢des do intestino delgado, célon e ceco dos animais tratados com gel transdérmico contendo
dibenzoilmetano ou 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona durante 28 dias.
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4. CONCLUSAO

Dessa forma, podemos concluir que o tratamento com gel transdérmico contendo DBM
ou DPBP nao afetou as medidas biométricas ou a arquitetura intestinal dos animais, no entanto,
apresentou atividade antioxidante importante principalmente por reduzir os niveis de 6xido

nitrico no intestino dos animais.
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CAPITULO 4

ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA, ANTINOCICEPTIVA E ANTIOXIDANTE DO 2-
BENZIL-1,3-DIFENIL-1,3-PROPANODIONA COM ENFOQUE NO EDEMA DE PATA
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1. INTRODUCAO

A inflamagdo € um processo biologico complexo que envolve a produ¢do de mediadores
quimicos e recrutamento celular com o objetivo de proteger e recuperar tecidos (CHEN et al.,
2018). De modo geral, rubor, calor, dor, edema e perda de fung¢do sdao os sinais cldssicos da
inflamacdao (SERHAN; SAVILL, 2005). Essas caracteristicas s@o desenvolvidas em fun¢do da
acdo de mediadores inflamatdrios como eicosanoides e citocinas que sdo produzidos e liberados
mediante estimulos endégenos e exdgenos (CHARO; RANSOHOFF, 2006; RICCIOTTI;
FITZGERALD, 2011a; SASAKI; YOKOMIZO, 2019). A liberacio em excesso dessas
moléculas pré-inflamatérias pode ser muito perigosa e, se ndo tratada, sua evolugdo podem
resultar em morte (ROCK; KONO, 2008).

Na tentativa de controlar a inflamacdo, a dor e a febre, é necessario langcar mao de alguns
medicamentos, dentre eles os medicamentos anti-inflamatérias ndo esteroidais. Como exemplo,
a aspirina, o ibuprofeno, o diclofenaco, o naproxeno e a indometacina, aparecem como
medicamentos comumente prescritas (MARNETT, 2009). O mecanismo de acdo desses
medicamentos envolve principalmente a inibi¢cao por competi¢dao de enzimas relacionadas com
a producdo de mediadores inflamatérios, como a COX-1 e COX-2 (INOTAI, HANKO:;
MESZAROS, 2010).

A busca por novos anti-inflamatérios € constante e moléculas com capacidade de atuar
como inibidores de fosfolipase A> (PLA>) tém chamado atencdo (RAO; KABIR; MOHAMED,
2010; CHINNASAMY et al., 2020). A PLA> é uma enzima que catalisa a liberacdo de 4cido
araquidonico dos fosfolipideos de membrana, passo inicial e importante para a sintese de
eicosanoides (MURAKAMI et al., 2017). Scutellarin, arespladib, SB-222657, SB-435475 e
darapladib sdo exemplos de moléculas que possuem atividade anti-inflamatéria por serem
inibidores da PLA> (LEE et al., 2007; RAO; KABIR; MOHAMED, 2010; ROSENSON et al.,
2009; SUCKLING, 2009).

Os mecanismos de acdo dos agentes terapéuticos descritos acima sdao bastante
importantes para alivio da dor, febre e edema. Porém, a utilizacdo desses medicamentos anti-
inflamatorias ndo esteroidais, podem induzir o aumento da producao de espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio que, consequente, resultam no aumento da oxida¢do de macromoléculas
como lipideos e a producdo de malondialdeido nos tecidos (OZKAN et al., 2007; GHOSH;
ALAJBEGOVIC; GOMES, 2015; NAWAZ et al., 2021). Esse efeito celular nem sempre €
desejavel e, € nesse sentido, que o presente capitulo objetiva avaliar a atividade anti-

inflamatdria, antinociceptiva e antioxidante do dibenzoilmetano e seu derivado sintético. A
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proposta é a de que essas moléculas sejam capazes ndo somente de inibir a dor e inflamacao,

mas melhorar a resposta antioxidante em decorréncia da inflamacdo tecidual.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais

Os animais utilizados nos experimentos descritos a seguir foram obtidos do Biotério do
Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satde da Universidade Federal de Vicosa, Vicosa (MG) e,
até o final dos experimentos, ficaram mantidos em caixas de polietileno, consumindo rac¢io
comercial (Presence/InVivo® Nutri¢do Animal) e dgua destilada ad libitum. A temperatura da

sala de experimentagdo foi controlada em 22°C + 3°C, com ciclo claro/escuro de 12 horas.

2.2 Atividade anti-inflamatéria: edema de pata induzido por formalina

Os ratos Wistar foram randomizados utilizando-se o software online Reserch

Randomizer® disponivel no site < https://www.randomizer.org/> em dez grupos experimentais

(6 animais/grupo) e foram tratados com uma inje¢ao intraperitoneal de: 1) controle negativo
(veiculo — solucdo salina + dimetilsulféxido 5%); 2) controle positivo (Meloxicam® — 2mg/kg);
3) DBM 1 (dibenzoilmetano — 1mg/kg); 4) DBM S (dibenzoilmetano — Smg/kg); 5); DBM 10
(dibenzoilmetano — 10mg/kg); 6) DBM 20 (dibenzoilmetano — 20mg/kg); 7) DPBP 1 (2-benzil-
1,3-difenil-1,3-propanodiona — 1mg/kg); 8) DPBP 5 (2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona —
S5mg/kg); 9) DPBP 10 (2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona — 10mg/kg); 5) DPBP 20 (2-
benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona — 20mg/kg). Uma hora depois receberam uma injecdo
intraplantar contendo 100uL da solucdo de formalina 2,5% para indug¢do da inflamagao na
traseira direita.

Para aferi¢do do edema induzido pela formalina foi-se utilizado um paquimetro digital
(MTX®, resolucdo de 0,01mm). As medidas foram realizadas antes da inducdo da inflamagio
(TOh) e 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 12h e 24h apds a inducdo da inflamacdo. Todas as aferi¢oes
foram realizadas em triplicata por um pesquisador previamente treinado. O percentual de
inibicdo do edema foi calculado de acordo com a equacao descrita abaixo, onde: Et = edema no
grupo tratado e Ec = média de edema no grupo controle (GOEL et al., 2013; BATISTA et al.,
2016).

% inibicio = 100 x (1 - g)


https://www.randomizer.org/
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Ao final do experimento, os ratos foram anestesiados com a utilizacdo de Isoflurano
100% (Isoforine, Cristdlia®), em aparelho de anestesia inalatéria conforme resolucdo 714, de
20 de julho de 2002 e submetidos a eutandsia por puncdo cardiaca. O figado e a pata direita de
parte dos animais foram retirados e imediatamente congelados em nitrogénio liquido e
armazenado a temperatura de -80°C até o inicio das andlises de estresse oxidativo e, a pata dos

animais restantes, foi fixada em formaldeido tamponado 10% para posterior andlise histolégica.

2.3 Atividade antinociceptiva: teste de nocicepcao induzida por formalina

As etapas de inducdo da inflamacdo e grupos experimentais deste experimento foram
idénticas as realizadas no item 2.2 deste capitulo, no entanto, o0 modelo animal utilizado foi
camundongo C57BL/6 (6 animais/grupo). Sendo assim, uma hora depois de serem tratados com
0s compostos controles e testes, os animais receberam uma injecdo intraplantar de 20uL da
solu¢do de formalina 2,5% para indu¢do da inflamacdo na traseira direita. Em seguida, foi
cronometrado o tempo que o animal lambe, sacode ou morde a pata injetada com formalina, no
periodo de 0-5 minutos e de 15-30 minutos apds a sua aplicagao (GOEL et al., 2013; BATISTA
et al., 2016).

Os dados foram avaliados de acordo com a porcentagem de inibicao do tempo em que
o animal lambe, sacode ou morde a pata injetada com formalina calculada utilizando-se a
seguinte férmula: % inibicdo = (1-(Lt/Lc)*100, onde Lt = nimero de lambidas do grupo
tratamento e Lc = média do nimero de lambidas do grupo controle. Ao final dos 30 minutos,
os camundongos foram anestesiados (Isoflurano, Cristalia®), em aparelho de anestesia

inalatdria e submetidos a eutandsia por puncao cardiaca.

2.4 Atividade antinociceptiva: contor¢des abdominais induzidas por dcido acético
A dor abdominal foi induzida nos camundongos (6 animais/grupo) por meio de uma
injecdo intraperitoneal da solugdo de acido acético glacial 0,8% (100uL/10g) diluido em salina
0,9% uma hora depois dos animais terem sido tratados com controle negativo (salina +
dimetilsulféxido 5%), controle positivo (diclofenaco de sodio -10mg/kg) e DPBP (5, 10 e 20
mg/kg).
ApOs a administragdo do acido acético, os camundongos foram colocados e colocados
em uma caixa acrilica para que o nimero de contor¢des geradas fosse observado durante 30
minutos. As contor¢des abdominais consistiram da contracdo da musculatura abdominal

seguidas de torcdo do tronco e extensdo de uma ou ambas as patas posteriores, produzidas em
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resposta a irritacdo peritoneal e peritonite produzidas por dcidos fracos ou agentes inflamatorios

(KOU et al., 2005; NILE; PARK, 2013).

A atividade antinociceptiva foi determinada com base na inibicio do numero de
contor¢des abdominais nos animais previamente tratados. Ao final dos 30 minutos, os
camundongos foram anestesiados (Isoflurano, Crist4lia®), em aparelho de anestesia inalatdria

e submetidos a eutandsia por punc¢ao cardiaca.

2.5 Andlises de citocinas

A determinagao de IL-4, IL-10 e IFN-y foi realizada em sobrenadante de homogenato
de pata pelo teste ELISA (Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay), utilizando o kit comercial
BD OptEIA™ Set Mouse, seguindo as recomendagdes do fabricante (BD Biosciences
Pharmingen, San Diego, CA). Para o ensaio, microplacas de 96 pogos (Corning® High Binding,
Costar) foram sensibilizadas com anticorpos de captura Anti-mouse diluidos em Carbonato de
Sodio 0,1M ou Fosfato de Sédio 0,2M e incubadas overnight a 4°C. Posteriormente, apos um
ciclo de trés lavagens com PBS/Tween-20 0,05%, o bloqueio foi realizado com PBS/Soro Fetal
bovino 10% (LGC Biotecnologia) e as placas foram incubadas por uma hora a 37°C.

Em seguida, apds outro ciclo de trés lavagens, foram adicionadas as amostras e as
dilui¢des seriadas da curva padrao. As placas foram incubadas overnight a 37°C. Apos esse
periodo, as placas foram lavadas novamente e os anticorpos de deteccao conjugados a biotina
juntamente com Estreptoavidina Peroxidase foram adicionados as placas e incubados por uma
hora em temperatura ambiente. Apos novas lavagens, o substrato O-fenilenodiamina (OPD,
Sigma-Aldrich®, San Luis, Missouri, EUA) foi adicionado e as placas foram incubadas por 30
minutos ao abrigo de luz. A reagdo foi interrompida pela adi¢do de Acido Sulfarico 0,5M. A

leitura foi realizada em leitor de microplacas a 492nm.

2.6 Avaliagao da atividade antioxidante tecidual
2.6.1 Preparo do homogenato de tecido

O preparo do homogenato de pata foi realizado com o auxilio de um homogeneizador
de tecidos. Para isso, em um tubo de ensaio, foram pesados 100mg de tecido edemaciado e
acrescentado 1000uL de PBS. O tecido foi triturado e o conteudo do tubo de ensaio foi vertido
em um eppendorf para ser centrifugado em centrifuga refrigerada (4°C), com velocidade de
10.000G, durante 15 minutos. O sobrenadante foi coletado e utilizado para realizacdo das

andlises de atividade antioxidante dos seguintes marcadores:
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2.6.2 Atividade de catalase (CAT)

A determinacdo da atividade da enzima catalase € baseada na sua capacidade de clivar
o perdxido de hidrogénio (H2O2) em 4gua e oxigénio molecular, conforme descrito por AEBI
(1984). Em um tubo de polipropileno foram adicionados 50 uL. de tampao fosfato 100 mM,
(pH 7,2) e 40 puL de agua destilada e 10 pLL da amostra. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de 900
uL de H2O» (5 mM). As absorbancias foram determinadas a cada minuto, durante trés minutos,
a 240 nm. Agua destilada foi utilizada como branco.

Uma unidade (U) de catalase € equivalente a hidrélise de 1mol de H>O (¢=39,4 L.mol
Lem™). por minuto (AEBI, 1984). Usualmente a atividade dessa enzima é representada em
umol/mL de amostra. A atividade da catalase foi calculada segundo a lei de Lambert Beer. A
absorbancia utilizada para o célculo é o delta obtido das trés absorbancias lidas (absorbancia

final — absorbancia inicial).

2.6.3 Atividade de superéxido dismutase (SOD)
A quantificagdo desta enzima foi dada em unidades relativas, sendo uma unidade de
SOD definida como a quantidade de enzima que inibe em 50% a velocidade de oxidacdo do
pirogalol. No meio de reagao foram utilizados 20 uL. de homogenato de pata, 8uL de pirogalol
24 mmol/L e 4 pL de catalase 30 umol/L, completando para 200 pL com tampao Tris-HCI-
EDTA 0,01 M (pH 7,4). A leitura de absorvancia foi feita a 420 nm, sendo os resultados
expressos em U de SOD / mg de proteina (MARKLUND, 1985).

2.6.4 Concentracao de 6xido nitrico (NO)

A andlise foi realizada em triplicata em placa de 96 pogos. Foi utilizado 50 pL de
homogeneizado e misturados as solu¢des A (Sulfanilamida 1% em H3PO4 2,5%) e B (Naftil
etileno amida dihydrochloride 0,1% em H3PO4 2,5%) na proporcao (1:1) e foi deixada a placa
reagir por 10 min no escuro para posterior leitura no espectrofotdmetro (Multiskan Go, Thermo
Cientific) em comprimento de onda 570 nm.

Para a montagem da curva padrao foram feitas 8 dilui¢des 1:2 para o padrao (1-Nitrito
de Sédio 6,9 mg/400 mL). Foi colocado 50 pL de tris HCI nos pogos destinados ao padrao.
Acrescentou 50 puL do proprio padrdao a primeira duplicata, e continuou a dilui¢do
homogeinezando e retirando 50uL da primeira dilui¢cdo e passando para a segunda diluigdo e

assim sucessivamente.
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2.6.5 Concentracao de malondialdeido (MDA)

A determinacido de MDA foi feita pelo teste de TBARS (substancias reativas ao acido
tiobarbitirico) (KOHN; LIVERSEDGE, 1944). Em um microtubo foram adicionados 200 pL
de homogeinezado e 400 uL. de TBARS. Em seguida, as amostras foram agitadas em vortex
por 5 segundos e incubadas em banho-maria por 40 minutos, a 90°C. As amostras foram
resfriadas em gelo e adicionadas de 600 pL de n-butanol e agitadas por 2 minutos, seguida por
centrifugac@o a 900G por 10 minutos. Foram retiradas 200 pL. do sobrenadante e a leitura foi
realizada na absorvancia de 532nm.

Os valores finais foram calculados por meio de curva-padrao sendo utilizado o reagente
N-oxil-2,2,6,6-tetrametilpiperidima (TMPO), com a concentra¢do variando de 20 uM a 1,25
pM. Os resultados foram em nmol de MDA por miligramas de proteinas (nMol de
MDA/mgPTN). A proteina total do homogeinezado do figado foi quantificada, segundo o
método de Bradford (1976).

2.6.6 Atividade de glutationa s-transferase (GST)

A atividade da enzima glutationa s-transferase foi determinada pela mensuracdo da
conjugacdo de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno com a glutationa, através do monitoramento do
aumento da absorvancia no comprimento de onda de 340nm (Habig, Pabst and Jakoby, 1976).
As leituras de absorvancia foram realizadas nos tempos 0, 30, 60 e 90 minutos e o resultado foi

expresso em umol/g de proteina.

2.6.7 Anadlises histomorfométricas

Para realizagdo das andlises histoldgicas, as patas dos ratos foram fixadas em
formaldeido tamponado 10%. Os ossos da pata foram descalcificados em EDTA 10%, pH 7,0.
Em seguida, o tecido foi incluido desidratado em alcool (70, 80, 90 e 100%), diafanizados em
xilol e embebidos em parafina. Secdes de Sum foram obtidas por microtomia, coradas com
hematoxilina e eosina, e observadas em microscopia de luz. A aquisi¢do das imagens foi feita
em microscopio Olympus DP73. As imagens foram avaliadas com auxilio do software Image
Pro-plus e a distancia (um) entre a epiderme e o musculo foi obtida.

Para avaliacdo da presenca de células inflamatdérias nas patas, cinco regides de cada
tecido (compreendendo a regido de derme) foram avaliadas por animal, utilizando microscopio
de luz em aumento de 400x. Alteragdes histopatolégicas foram avaliadas de forma
semiquantitativa e atribuidos quatro niveis de quantidade celular, sendo eles: (-) sem células de

defesa, (+) discreta quantidade de células de defesa e, portanto, manutencdo da arquitetura
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tecidual normal do 6rgdo; (++) moderada, quando houve quantidade maior que o normal de
células inflamatdrias e (+++) severa, quando houve grande quantidade de células inflamatérias

nas regides.

2.6.8 Andlises estatisticas

Os dados foram analisados no programa IBM® SPSS Statistics versdo 20.0 e Stata®
versdo 13.0 e os graficos gerados com o auxilio do software GraphPad Prism 7. A igualdade de
variancias das varidveis foi verificada pelo teste de Barlet e a esfericidade pelo teste de
Mauchly. Anélise de variancia com um fator (One-way ANOVA) seguida pelo post-hoc de
Tukey ou andlise de varidncia com dois fatores de medidas repetidas (Two-way repeated
measures ANOVA) seguida do teste de Bonferroni como teste post-hoc foram utilizados para
identificar diferencas estatisticas entre os grupos controle e testes. Foi adotado como nivel de

significancia estatistica um a de 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Inibi¢do do edema de pata induzido por formalina

O edema de pata induzido por formalina se assemelha a inflamacdo gerada pela artrite
em humanos e é um método amplamente utilizado para triagem de possiveis agentes anti-
inflamatérios (BEG et al., 2011). Os resultados apresentados na tabela 1 demonstraram que o
tratamento prévio com DPBP produziu significante inibi¢do do desenvolvimento de edema
pelos animais [F (40, 560) = 6,502; p < 0,0001]. Quando comparado ao controle negativo, a
dose de Smg de DPBP/kg apresentou inibicio do edema de pata em todos os momentos
avaliados (p < 0,05). As demais doses, 1mg/kg; 10mg/kg e 20 mg/kg apresentaram efeito apenas
até 4h (p < 0,05), 3h (p < 0,05) e 1h (p < 0,05) pds indugdo da inflamagdo, respectivamente.
Em relacdo a atividade anti-inflamatéria do DBM, quando comparado ao controle negativo, foi
possivel encontrar uma pequena reducdo do edema 12h apds a indugdo da inflamagdo com a
dose de Img/kg (p < 0,01) e um ligeiro aumento do edema com a dose de 10mg/kg (p < 0,01)
[F (40, 560) = 6,840; p < 0,0001].

A concentragdo da formalina utilizada pode influenciar tanto volume de edema
produzido, quanto no comportamento dos animais de lamber, sacudir ou morder a pata apds sua
injecdo. Lee & Jeong (2002) investigaram a concentracdo de formalina que induzia mellhor
comportamento relacionado a dor e inflamacdo e encontraram que solu¢des em concentragdes

entre 2,5 e 5% de formalina teriam o melhor resultado.
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Na fase aguda da inflamacdo induzida pela administracdo da formalina na pata dos
animais, mediadores quimicos induzem vasodilatacdo e aumentam a permeabilidade vascular
permitindo que leucdécitos e proteinas plasmdticas migrem para os tecidos extravasculares.
Como resultado dessa migracdo, acontece o aumento da pressdo osmética e consequente efluxo
de 4gua para os tecidos, culminando com inchago caracteristico do edema (CHEN et al. 2018;
KUMAR et al., 2018).

Estudos anteriores demonstraram que o dibenzoilmetano € capaz de modular a
diferenciacdo celular e assim podendo alterar o edema gerado pela inflamagdo induzida por
formalina (KANG et al., 2018; KIM et al., 2018). Diferentemente desses estudos, a atividade
anti-inflamatéria por via intraperitoneal do dibenzoilmetano ndo foi encontrada. Nao foram
investigados os mecanismos de acdo do DPBP na inibicdo da migracdo celular, no entanto,
percebe-se que o DPBP possuiu efeito bastante interessante durante todas as horas avaliadas,

em especial, quando utilizada a dose de Smg/kg de peso dos animais, responsavel por inibir o

edema de pata durante 24h.

3.2 Inibi¢do da dor induzida por formalina

A figura 1 apresenta os dados relativos ao tempo que os animais passaram lambendo,
sacudindo ou mordendo a pata apds a injecao intraplantar de formalina. Esse modelo de inducao
de dor mostra duas fases de sensibilidade dolorosa e os resultados demonstraram que o
tratamento prévio com DPBP ou DBM apresentou efeito antinociceptivo tanto na fase inicial
[F (9, 50) =7,356; p < 0,0001], quanto na fase tardia [F (9, 50) = 6,367; p < 0,0001].

A fase inicial da dor acontece de 0-5 minutos apds a injec@o de formalina e é chamada
de fase neurogénica. Nela ocorre ativagdo direta pela formalina de receptores de dor presentes
em neurdnios nociceptivos aferentes locais. A segunda fase € uma fase mais tardia que
representa um tipo de dor inflamatéria em resposta a injiria causada no tecido e envolve
transmissao sinaptica refor¢ada pela medula espinhal, bem como pela liberacdo dos mediadores
inflamatorios locais, como prostaglandinas, serotonina, histamina e bradicinina (HUNSKAAR;
HOLE, 1987; JIMOH et al., 2011). Na fase inicial da dor, todas as concentracdes testadas de
DPBP ou DBM demonstraram possuir efeito antinociceptivo (p < 0,05). No entanto, na fase
tardia, apenas as maiores concentragoes testadas de DPBP (5, 10 e 20 mg/kg) foram capazes de
reduzir o tempo que os animais passaram lambendo, sacudindo ou mordendo a pata quando

comparadas ao controle (p < 0,05).

3.3 Inibicdo das contor¢des abdominais induzidas por 4cido acético
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Contor¢des abdominais induzidas por dcido acético € um modelo de avaliacdo
preliminar da atividade antinociceptiva de possiveis analgésicos (CHEN et al., 2009). De forma
semelhante a fase tardia da indu¢@o de dor com formalina, inje¢des intraperitoniais de dcido
acético geram uma resposta nociceptiva através da ativacdo de nociceptores e consequente
producao de mediadores inflamatérios que resultam em hiperalgesia local (ZHENG et al., 2009;
LEITE et al., 2012). Neste experimento, o DPBP apresentou efeito dose dependente sobre o
nimero de contor¢des abdominais geradas pela estimulacdo com 4cido acético [F(4,25) =
281,5; p <0,0001]. O pré-tratamento com DPBP nas doses de Smg/kg inibiu 90% (p < 0,0001),
10mg/kg inibiu 83% (p < 0,0001) e 20mg/kg inibiu 75% (p < 0,0001) das contorcdes

abdominais em comparag¢do com o grupo controle (figura 2).

3.4 Quantificacdo das citocinas anti-inflamatérias teciduais

Em resposta a estimulos gerados por dano celular apds a injecao com formalina, uma
série de citocinas pro-inflamatérias como IL-1B, IL-6 e TNF-a sdo produzidas por células
imunes que invadem o tecido afetado. O aumento dos niveis teciduais dessas moléculas resulta
na regulagdo positiva do processo de hiperalgesia induzida pela inflamagdo. Para prevenir que
o processo inflamatdrio se torne persistente e cronico, além de tentar retornar a homeostase
tecidual, citocinas anti-inflamatérias como a IL-4 e IL-10 sdo produzidas e atuam regulando
negativamente e expressdo dessas citocinas pré-inflamatérias e de seus receptores nas
superficies celulares, além de atuarem regulando o processo de proliferacdo e diferenciacdo de
células do sistema imune.

A figura 3 apresenta a quantificacio da citocina IFN-y e das interleucinas 4 (IL-4) e 10
(IL-10) na pata dos animais tratados previamente com uma inje¢do intraperitoneal de uma
solucdo contendo DPBP. Os resultados demonstram que nas patas dos animais que receberam
as doses de 1mg/kg (G1) e Smg/kg (G2) foi possivel encontrar uma quantidade maior de IFN-
v e de IL-4 quando comparado ao controle negativo (p < 0,05). Em relagdo a IL-10, apenas a
dose de 1mg de DPBP/kg foi capaz de induzir a presenga uma maior quantidade dessa citocina
(p <0,05).

Alguns estudos t€m investigado a cooperacdo entre as citocinas IL-4, IL-10 e IFN-y
regulando o processo inflamatério (DA SILVA et al., 2015; KOPITAR-JERALA, 2017,
ADEFEGHA et al., 2020). IFN-y e IL-4 sdo citocinas chave no processo de diferenciacdo de
linfécitos Th1 e Th2, respectivamente. Linfécitos Thl estdo predominantemente envolvidos na
imunidade mediada por células para combater patégenos intracelulares, como virus. Eles sdao

parcialmente caracterizados pela produgcdo da citocinas pré-inflamatérias e IFN-y. Em
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contrapartida, linfécitos do tipo Th2 estdo envolvidos com imunidade humoral, fornecendo
protecdo contra patégenos extracelulares, particularmente de origem bacteriana e fungica. Sao
responsdveis pela producdo de citocinas anti-inflamatérias e podem auxiliar linfécitos B na
regulacdo positiva da producio de imunoglobulinas (SHAW, et al., 2017; DONG, 2021).

Na maioria dos estudos, a relacdo entre 1L-4/IFN-y parece ser antagonista, enquanto
IFN-y inibe a diferencia¢do de células Th2 e consequentemente a produgdo de IL-4 pela via
sinalizagdo celular JAK/STATI, IL-4 inibe a diferencia¢do de linfécitos em favor das células
Th1 via JAK/STAT6 (GAJEWSKI et al., 1988; ORISS et al., 1997). No entanto, o tratamento
simultaneo com IL-4 e IFN-y parece regular negativamente o processo inflamatério gerando
uma reducdo da expressdo génica de COX-2 induzida por IL-1B e da producdo de PGE:
(MACHADO-CARVALHO; ROCA-FERRER; PICADO, 2019). Na reposta a inflamacgao
aguda, o aumento da expressio de COX-2 resulta no aumento da produgcdo de PGE: e
consequente hiperalgesia, rubor e edema (JAIN et al., 2008; RICCIOTTI; FITZGERALD,
2011). Estudos avaliando a atividade anti-inflamatéria do dibenzoilmetano demonstraram que
o reduziu a expressdo de COX-2 e PGE> demonstrando seu importante papel no processo de
homeostase tecidual (HONG, 2004; ANAND et al., 2011).

A IL-10 € reconhecida como uma citocina imunoreguladora com atividade anti-
inflamatéria que exerce papel crucial na prevengao de patologias inflamatérias e autoimunes.
Por isso, possui funcdo antagonista ao IFN-y e é capaz de inibir sua produgdo pela ativa¢do da
via de sinalizacdo celular JAK/STAT3 (IYER; CHENG, 2012). No entanto, assim como
acontece com a IL-4, o tratamento com IL-10 em conjunto com IFN-y modulam as respostas
celulares inflamatdrias suprimindo as fungdes imunoestimulatérias de células dentriticas
reduzindo a expressdo de TNF-a e IL-12, além de reduzir a ativacdo de linfécitos T CD4*
(YANAGAWA; IWABUCHI; ONOE, 2009).

Percebe-se que o tratamento prévio com uma inje¢do contendo 2-benzil-1,3-difenil-1,3-
propanodiona aumentou os niveis de todas as citocinas avaliadas, demonstrando sua atividade
anti-inflamatoria. Assim, os resultados apresentados no item 3.2 fomentam a hipétese de que o
aumento das concentracdes teciduais de IL-4, IL-10 e IFN-y melhorem a resposta inflamatdria
e antinociceptiva em resposta a administracdo de DPBP por agirem de forma sinérgica
modulando toda resposta inflamatoéria gerada pela administragdo de formalina na pata dos

animais.
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3.5 Atividade antioxidante tecidual

A figura 4 apresenta os resultados da atividade antioxidante realizada nas patas dos
animais. Para atividade da enzima -catalase, ndo foi possivel encontrar diferenca
estatisticamente significante para nenhum dos compostos teste [F (9, 70) = 0,932; p = 0,503)].
Em relacdo a atividade das enzimas superéxido dismutase [F (9, 70) = 3,747; p < 0,001] e
glutationa s-transferse [F (9, 70) = 13,96; p < 0,0001] e da concentracdo de 6xido nitrico [F (9,
70) = 11,45; p < 0,001] e malondialdeido [F (9, 70) = 31,44; p < 0,0001] foi possivel encontrar
diferencas estatisticamente significativas.

Os resultados demonstraram aumento da atividade da enzima superdxido dismutase em
todas as concentracdes de DPBP testadas e nas concentragdes de 5, 10 e 20mg de DBM/kg (p
< 0,05). Somente as menores concentracoes de DPBP e DBM (1mg/kg) foram capazes de
aumentar a atividade da enzima glutationa s-transferase (p < 0,05). As doses de 5, 10 e 20mg
de DBM/kg aumentaram a concentracdo tecidual de 6xido nitrico, enquanto todas as doses
testadas de DPBP se mantiveram similares ao controle negativo (p < 0,05). As doses de 5, 10 e
20mg de DPBP/kg e a dose de 5mg de DBM/kg aumentaram a concentragao tecidual de MDA
(p <0,05), ao passo que as demais doses tiveram resultados similares ao controle negativo.

O desenvolvimento da inflamacao estd intimamente relacionado a producdo excessiva
de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, da deplecao do sistema de defesa antioxidante
enzimatica e ndo enzimatica e do aumento da peroxidacao de lipidios de membrana. (LAVETI
et al., 2013; MAKNI et al., 2019). Estudos anteriores demonstraram que a geracdo excessiva
de ROS apds a injecdo de agentes indutores de inflamacdo, desencadeiam uma resposta
inflamatéria através da ativagao de células imunes e libera¢do de diferentes mediadores pré-
inflamatorios, resultando em lesao tecidual (KIM et al., 2017; ZOUARI BOUASSIDA et al.,
2018).

A resposta anti-inflamatoria desencadeada pela inflamacdo periférica é mediada pela
ativacao do fator de transcricdo nuclear Nrf2. Esse fator de transcri¢do € conhecido por induzir
a transcri¢do de vdrios genes relacionados a expressao de enzimas antioxidantes e detoxificantes
de fase II (TONELLI; CHIO; TUVESON, 2018). A regulacdo positiva de Nrf2 € conhecida por
exercer efeitos anti-inflamatérios na artrite reumatdide. Enquanto o tratamento com
dimetilfumarato, um ativador de Nrf2 reduziu o dano oxidativo e inflama¢do em um modelo
animal para artrite, (LAL et al., 2021) animais nocaute de Nrf2 possuem aumento significativo
da destrui¢do da cartilagem e da carga oxidativa apds indu¢@o da inflamagdo. Esses achados

indicam que a ativac@o da via de sinalizacdo Nrf2 pode servir como uma nova abordagem
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terapéutica para o tratamento da artrite reumatdéide (WRUCK et al., 2011; KHALID et al.,
2018).

Sabe-se que o dibenzoilmetano pode agir aumentando a ativagdo de Nrf2 durante os
processos inflamatérios, melhorando os parametros oxidativos teciduais (CAO et al., 2017,
KIM et al., 2018; LEE et al., 2019). No entanto, o presente estudo ndo investigou a atividade
do DPBP na ativacdo de Nrf2. Mesmo assim, percebe-se que a administracdo de DPBP por via
intraperitoneal aumentou a atividade de enzimas antioxidantes expressas em resposta a ativacao
de Nrf2 como a SOD e a GST, demonstrando uma acao antioxidante por meio da melhora das

defesas antioxidantes enzimadticas durante o processo inflamatorio.

3.6 Histomorfometria

As andlises de histomorfometria (figura 5) revelaram que 24h apds a inducdo da
inflamacdo somente a dose de Smg de DBM/kg aumentou a distancia entre a epiderme e o
musculo [F (9, 40) = 3,674); p < 0,01]. Nesse mesmo sentido, a andlise semiquantitativa da
presenca de células inflamatérias no tecido (tabela 2), revelou que nas patas dos animais que
receberam DBM houve uma infiltracdo de células de defesa classificada como de moderada a
severa. Por outro lado, independente das concentracdes testadas de DPBP, percebe-se que
houve apenas uma discreta quantidade de infiltrado inflamatério presente no tecido.

A inibi¢do do processo de migragdo, invasdo e diferenciagdo celular tém sido
caracteristicas importantes para compostos candidatos a agentes terapéuticos anti-
inflamatérios, ja que as células imunes orquestraram toda resposta inflamatéria tecidual em
resposta aos agentes estressantes. Dentre os alvos terapéuticos pesquisados atualmente com
enfoque em artrite reumatoide, destacam-se os inibidores de CCR1, CCRS, C5aR, CXCR2 e
CCR2 (LUSTER; ALON; VON ANDRIAN, 2005; MACKAY, 2008). Por mais que os tipos
celulares das células de defesa que migraram para as patas inflamadas dos animais que
receberam DPBP ndo tenham sido investigados, os resultados apresentados na tabela 2 revelam
que o tratamento com esse composto foi importante para inibicdo da migracdo celular,

demonstrando mais uma vez uma caracteristica desejavel para farmacos anti-inflamatorios.

3.7 Via de administracdo intraperitoneal e anti-inflamatdria, antinociceptiva e antioxidante do
2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona

O peritonio € uma excelente porta de entrada até a circulagdo sistémica para diferentes
agentes terapéuticos principalmente pela vasta vascularizacdo do tecido e a possibilidade do

transporte linfatico (FLESSNER, 1991). Apesar de esta via de administracdo ndo ser
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comumente utilizada em estudos com humanos na fase clinica, em estudos com roedores nas
fases pré-clinicas, essa é uma das vias que t€ém sido amplamente utilizadas (AL SHOYAIB;
ARCHIE; KARAMY AN, 2020).

Sua aplicacgao se justifica principalmente pela facilidade na administracdo dos farmacos,
por ser pouco estressante para os animais e por favorecer a administracao de grandes volumes,
caracteristica importante quando se pretende testar moléculas pouco soliveis em dgua. Todavia,
por direcionarem as moléculas absorvidas para circulacio sistémica por meio da veia porta,
possui como principal limitacao a possibilidade da redu¢do da biodisponibilidade do principio
ativo em funcdo da sua passagem pelo figado e possivel metabolizacdo (KIM et al., 2011;
ROZEWSKI et al., 2012; MATZNELLER et al., 2018).

O metabolismo de medicamentos e xenobidticos acontece em diversos tecidos
metabolicamente ativos e pode ser dividido em duas fases: uma nao sintética, conhecida como
fase 1, e outra sintética, conhecida como fase 2. Na primeira, acontecem reacdes que incluem
oxidacdo, reducgdo, hidrdlise e hidroxilagdo. Na segunda, reacdes de conjugacdo com ligantes
enddgenos como reagdes de glicuronidacao, acetilagdo e sulfatacdo. Ambas possuem o mesmo
objetivo, tornar as moléculas mais soldveis para facilitar sua excrecio (ABU-HIJLEH,;
HABBAL; MOQATTASH, 1995; YE et al., 2012).

A administrag¢do intraperitoneal fornece a molécula administrada uma absor¢ao mais
rapida e completa (SANE; MITTAPALLI; ELMQUIST, 2013). Percebe-se que utilizar essa
rota de entrega do 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona favoreceu sua atividade anti-
inflamatdria, antinociceptiva e antioxidante, pois, conforme apresentado no capitulo 2 desta

tese, sua passagem pelo figado aconteceu mais tardiamente.
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Tabela 1. Efeito anti-inflamatério da 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona e do dibenzoilmetano contra o edema de pata induzido por formalina

em ratos.
Dose Diametro da pata traseira (mm)
Tratamento
(mg/kg) Ton T1n T2n T3n Tan Tsh Teh T12n T24n
Controle negativo - 4,65%0,25 7,8940,50 8,03+0,56 8,33+0,56 8,25+0,59 8,33+0,63 8,51+0,65 8,75+0,47 8,34+0,44
Meloxicam 2 4,45+0,46  7,01+0,58%* 7 38+0,65%* 7,87+0,52 8,09+0,50 8,21+0,85 8,42+0,64 9,024+0,92 8,46+0,94
1 4,4240,28  6,73+0,46%**  6,90+0,51**  7,1840,61**  7,4940,76%* 7,79+0,71 7,68+0,81 8,61+0,75 8,20+0,67
5 4,4440,27 6,37+0,32%** 7 234+0,62* 7,3940,83* 7,56+0,82%*%  7.66+0,76%*  794+1,06%* 8 234+0,99%* T 2241 04%*:*
DPBP
10 4,19+40,25  6,7120,45%** 7 2240,34%* 7,31+0,36* 7,69+0,47 7,88+0,52 8,09+0,47 8,42+0,32 7,44+0,39%:
20 4,14+0,22 7,07+0,50* 7,46+0,73 7,48+0,66 7,69+0,63 7,73+0,77 8,29+0,65 -~ 7,88+0,32
1 4,57+0,26 7,70+0,31 8,08+0,41 8,47+0,16 8,52+0,24 8,63+0,37 8,74+0,46 9,17+0,35 7,94+0,27
5 4,45+0,49 7,74+0,32 8,26+0,52 8,10+0,33 8,50+0,34 8,48+0,53 8,67+0,42 8,80+0,46 8,00+0,58
DBM
10 4,40+0,37 7,75+0,29 8,24+0,33 8,47+0,19 8,61+0,27 8,72+0,32 8,93+0,44 9,25+0,46%* 8,40+0,35
20 4,66+0,34 7,48+0,49 7,93+0,54 8,17+0,54 8,43+0,59 8,62+0,52 8,95+0,58 9,12+0,47 8,43+0,24

Controle = solucdo salina + dimetilsulféxido 5%, DBM = dibenzoilmetano, DPBP = 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona. Os resultados
representam a média + DP de 6 animais em cada tratamento. * p <0,05, ** p <0,01 e *** p <0,001 representam diferenca estatistica em relacio ao

grupo de animais controle (ANOVA com dois fatores de medidas repetidas, seguida pelo teste de Bonferroni).
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Figura 1. Efeito do dibenzoilmetano (DBM) e do 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona
(DPBP) nas fases inicial (A) e tardia (B) da dor induzida por injecdo intraplantar de
formalina em camundongos.

Os resultados representam a média =+ SEM de 6 animais em cada grupo. Letras
diferentes representam uma diferenga estatistica significante (ANOVA seguida pelo
teste post-hoc de Tukey).
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Figura 2. Efeito do 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona (DPBP) em contor¢des abdominais
induzidas por inje¢do intraperitoneal de 4dcido acético em camundongos.
Os resultados representam a média + desvio padrao de 6 animais por grupo. Letras
diferentes representam diferenca estatistica (ANOVA seguida pelo teste post-hoc
de Tukey).
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Figura 3. Quantificacdo de citocinas teciduais 3h apds tratamento com 2-benzil-1,3-difenil-
1,3-propanodiona. G1: DPBP — dose de 1mg/kg; G2: DPBP — dose de Smg/kg; G3:
Meloxicam — dose de 2mg/kg; G4: Controle negativo — dgua destilada +
dimetilsulféxido 5%.
Os resultados representam a média + DP de 9 animais em cada grupo. Letras
diferentes representam uma diferenca estatistica significante (ANOVA seguida

pelo teste post-hoc de Tukey).
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Figura 4. Efeito do dibenzoilmetano (DBM) e do 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona
(DPBP) nos marcadores do estresse oxidativo: a) Catalase (CAT); b) Superéxido
dismutase (SOD); ¢) Oxido Nitrico (NO); d) Malondialdeido (MDA); e) Glutationa
s-transferase (GST).

Os resultados representam a média + DP de 6 animais em cada grupo. Letras
diferentes representam uma diferenga estatistica significante (ANOVA seguida pelo

teste post-hoc de Tukey).



113

Distacia epiderme - musculo (um)

1500
a
b T ab
a ab
. T . 1
1000 -
500 1
0- T T T
LR
SR N RARAIR AR

& <
2 + QU L R R0
K RN AR IR ISMPN

ab ab
IT b b
TI
LI—
N
R ¥

Figura 5. Efeito do dibenzoilmetano (DBM) e do 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona
(DPBP) na distancia entre a epiderme e musculo.
Os resultados representam a média + DP de 6 animais em cada grupo. Letras
diferentes representam uma diferenca estatistica significante (ANOVA seguida pelo
teste post-hoc de Tukey).

Tabela 2. Avaliacdo semiquantitativa da presenca de células de defesa nas patas dos ratos.

Tratamento Dose (mg/kg) Classificacao
Controle negativo - ++
Meloxicam 2 ++
1 ++
5 ++
DBM
10 ++
20 -t
1 +
5 +
DPBP
10 +
20 +

Legenda: (-) sem células de defesa; (+) discreta quantidade de células de defesa; (++) moderada
quantidade de células de defesa e (+++) severa quantidade de células de defesa.



114

A. Controle negativo (dgua destilada + dimetilsulféxido 5%) B. Controle positivo (Meloxican®)

C.DPBP 1 (Img/kg)

E. DPBP 10 (10mg/kg) F. DPBP 20 (20mg/kg)

Figura 6. Histologia das patas dos animais 24h depois da indu¢do da inflamag¢do com
formalina.
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I. DBM 10 (10mg/kg) J. DBM 20 (20mg/kg)

Figura 6. (continuacdo)
4. CONCLUSAO

Diante do exposto, podemos concluir que o tratamento com o derivado sintético de
dibenzoilmetano (DPBP) apresenta atividade anti-inflamatdria pela inibi¢cdo do edema de pata
induzido por formalina, por aumentar os niveis de citocinas anti-inflamatérias e reduzir a
presenca de infiltrado inflamatério nas patas dos animais. Apresenta atividade antinociceptiva
em funcdo da inibi¢do do tempo que os animais passaram lambendo, sacudindo ou mordendo a
pata ap6s inje¢do com formalina e por reduzir o niimero de contor¢des abdominais geradas por
injecdo de 4cido acético. Além de apresentar atividade antioxidante melhorando os niveis das
defesas antioxidantes enzimdticas como SOD e GST. Por fim, a dose de 5 mg de DPBP/kg de
peso dos animais apresentou os melhores resultados quando todos os testes realizados sio

avaliados.
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CONCLUSAO GERAL
Assim sendo, a revisdo sistemadtica apresentada nos permite compreender como o
dibenzoilmetano e alguns de seus derivados sintéticos apresentam atividades antioxidantes e
anti-inflamatdrias. Essas propriedades bioativas ocorrem em fung¢do da capacidade de
modulag@o de vias de sinalizacdo celular; inibi¢do dos processos de migracdo, infiltracdo e
diferenciacdo de células imunes; inibi¢do da expressdo de citocinas pro-inflamatdrias e sintese

de eicosanoides; e atividade citoprotetora pela inibi¢do do estresse oxidativo.
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Os ensaios de farmacocinética, com enfoque na absor¢do e distribuicao tecidual do 2-
benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona demonstraram que as vias de administrag¢do intraperitoneal
e transdérmica foram capazes de entregar o DPBP até a circulacdo sistémica e demonstraram
que a passagem hepatica do DPBP acontece de forma diferente a depender da via utilizada,

sendo mais tardia quando administrado por via intraperitoneal e inicial por via transdérmica.

Quando administrado por via transdérmica durante 28 dias, a principal atividade
antioxidante do DPBP na doenga inflamatdria intestinal aconteceu pela da reducao dos niveis
teciduais de 6xido nitrico. Por outro lado, uma tinica administrag@o intraperitoneal do DPBP
demonstrou possuir atividade anti-inflamatéria, antinociceptiva e antioxidante no processo
inflamatério apresentado no edema de pata induzido por formalina. Dessa forma, esses achados
revelam que o DPBP € um agente terapéutico promissor no tratamento de doencas que possuem

o processo inflamatério como causa etioldgica.

O processo de descoberta e desenvolvimento de farmacos e medicamentos € longo e
trabalhoso, por isso, mais investigacdes devem ser feitas para elucidar os mecanismos de acao
moleculares do DPBP, em especial, com foco nas melhores rotas para sua administracao; no
processo de biotransformacdo que pode ocorrer nos diferentes tecidos; e sua relacdo com
respostas celulares produzidas por estimulos a vias de sinalizag¢do celular ligadas a Nrf2 e NF-

kB.

APENDICES
Espectros de ressonincia de hidrogénio, carbono e DEPt atestando a sintese e a pureza do

composto obtido (2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona - DPBP).

Cromatogramas UPLC-MS/MS atestando a presenga do composto 2-benzil-1,3-difenil-1,3-
propanodiona (DPBP) no soro e figado dos animais apds administrac@o por via transdérmica e

intraperitoneal.
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Figura 1. Espectro de RMN 1H (400 MHz, CDCl3).
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Figura 8. Cromatograma UPLC-MS/MS da 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona (ion: 105).
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Figura 9. Cromatograma UPLC-MS/MS da 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona (ion: 91).
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Figura 10. Cromatograma UPLC-MS/MS da 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona (ion: 77).
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Figura 11. Cromatograma UPLC-MS/MS do plasma dos animais controle negativo (ion: 105).
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Figura 12. Cromatograma UPLC-MS/MS do plasma dos animais que receberam 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona por via intraperitoneal
(fon: 105).
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Figura 14. Cromatograma UPLC-MS/MS do figado dos animais controle negativo (ion: 105).
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Figura 15. Cromatograma UPLC-MS/MS do figado dos animais que receberam 2-benzil-1,3-difenil-1,3-propanodiona por via intraperitoneal (ion:
105).
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ANEXOS

Aprovagio Comissio de Etica em Pesquisa no Uso de Animais - CEUA

CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que o
processo n° 41/2019, intitulado “Avaliacio da atividade anti-inflamatéria e
antioxidante de derivado sintético de dibenzoilmetano e da curcumina em
modelos para doenc¢a inflamatéria intestinal”, coordenado pela professora
Marisa Alves Nogueira Diaz do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular, estd de acordo com a Legislagdo vigente (Lei N° 11.794, de 08 de
outubro de 2008), as Resolugdes Normativas editadas pelo CONCEA/MCTI, a
DBCA (Diretriz Brasileira de Pratica para o Cuidado e a Utiliza¢8o de Animais
para Fins Cientificos e Didaticos) e as Diretrizes da Pratica de Butanasia
preconizadas pelo CONCEA/MCTI, portanto sendo aprovado por esta Comissio
em 02/12/2019, com validade de 12 meses.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process number
41/2019, named “Evaluation of anti-inflammatory and antioxidant activity of
synthetic dibenzoylmethane derivative and turmeric in models for
inflammatory bowel disease”, is in agreement with the a actual Brazilian
legislation ( Lei N° 11.794, 2008), Normative Resolutions edited by CONCEA/
MCTI, the DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care and Use of Animals
for Scientific Purposes and Teaching) and the Guidelines of Practice the
Euthanasia recommended by CONCEA/MCTI therefore being approved by the
Committee on December 02, 2019 valid for 12 months.

(
Yo o Cogtso
Prof. * Silvia Almeida Cardoso
Presidente
Comissdo de Etica no Uso de Animais —- CEUA/UFV



CERTIFICADO

A Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA/UFV certifica que
0 processon® 76/2016, intitulado “Farmacocinética e distribuiciio
tecidual de derivado dibenzoilmetano em camundongos”, coordenado
pela professora Marisa Alves Nogueira Diaz do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular, estd de acordo com a Legislagdo vigente
(Lei N° 11.794, de 08 de outubro de 2008), as Resolu¢des Normativas
editadas pelo CONCEA/MCTI, a DBCA (Diretriz Brasileira de Pratica
para o Cuidado e a Utilizagdo de Animais para Fins Cientificos e Didaticos)
¢ as Diretrizes da Pratica de Eutanasia preconizadas pelo CONCEA/MCT],
portanto sendo prorrogado por mais 12 meses por esta Comissdo em
06/03/2018.

CERTIFICATE

The Ethic Committee in Animal Use/UFV certify that the process
number 76/2016, named “Pharmacokinetics and tissue distribution in
mice dibenzoylmethane derivative”, is in agreement with the a ctual
Brazilian legislation ( Lei N°® 11.794, 2008), Normative Resolutions edited
by CONCEA/MCTI, the DBCA (Brazilian Practice Guideline for the Care
and Use of Animals for Scientific Purposes and Teaching) and the
Guidelines of Practice the Euthanasia recommended by CONCEA/MCTI
therefore being extended for 12 months by the Committee on March 06,
2018.

Kevow Uinenl o @32 P)%J A
Prof’. Atima Clemente Alve on

Presidente
Comissfo de Ftica no Uso de Animais — CEUA/UFV
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA

PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO PERMANENTE DE PROPRIEDADE INTELECTUAL

NUCLEO DE INOVACAO TECNOLOGICA

NITUFV
Declaracao

A Comissdo Permanente de Propriedade Intelectual (CPPI), Nucleo de Inovacido Tecnoldgica
(NIT), da Universidade Federal de Vigosa (UFV), por meio da sua presidente professora Andréa
de Oliveira Barros Ribon, com competéncias delegadas pela Portaria n® 0300/2022 e ato n°
0012/2022/PPG, declara, para os devidos fins, que a Professora Marisa Alves Nogueira Diaz,
vinculada ao Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, encaminharam ao NIT a
documentacgdo necessdria para o depésito de pedido de patente inicialmente intitulado “Uso do
composto 1,3-difenil-2-benzil-1,3-propanodiona como agente anti-inflamatério” junto ao
Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI). O pedido de patente veio acompanhado de
Relatério descritivo com a busca de anterioridades, Figuras, Reivindicagdes, Contrato de
inventores autores e Questiondrio para conhecimento da invencdo. No momento, 0 processo
passard pelo crivo dos analistas do NIT para eventuais corre¢des e assim, dar inicio ao dep6sito

junto ao INPIL.

Vigosa, 23 de junho de 2022.

Andréa de Oliveira Barros Ribon

Niicleo de Inovagio Tecnolégica da Universidade Federal de Vicosa — NIT.UFV
Ed. Arthur Bernardes, s/n — 1° andar — sl. 104 — Campus Universitdrio. Universidade Federal de Vicosa (UFV), Vigcosa, MG
|CEP: 36570-900 | Tel.: (31) 3612-2334 | E-mail: propriedadeintelectual @ufv.br



