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RESUMO

Zafalon EJ. Acao anti-inflamatéria e citotoxicidade sobre células integras e
tumorais da apigenina e tt-farnesol. Campo Grande; 2012. [Tese — Universidade
Federal de Mato Grosso do Sul].

Os produtos naturais e seus derivados sdo fontes inesgotaveis de agentes
terapéuticos. A propolis e seus componentes participam desse contexto, em
especial, a apigenina e o tt-farnesol, dois importantes flavonoides/terpenoides
presentes no extrato. Embora investigagbes tenham demonstrado a agdo anti-
inflamatéria do extrato de propolis, ndo ha relatos dessa atividade em seus
componentes, quando avaliados isoladamente. Assim sendo, o objetivo deste estudo
foi avaliar a capacidade anti-inflamatdria e a citotoxicidade da apigenina e do tt-
farnesol, isolados e em associagdo. A amostra foi constituida de 90 camundongos
Swiss. A atividade anti-inflamatéria foi avaliada pelos modelos de migracdo de
neutrofilos para a cavidade peritoneal (n=60) e edema de pata (n=30). A
citotoxicidade foi avaliada pelo teste de viabilidade celular em macrofagos e em
células tumorais. A analise estatistica foi realizada pela ANOVA e pos-teste de
Tukey, com nivel de significancia de 5%. Em relacdo a migracao de neutrdéfilos, os
resultados mostraram que ndo houve diferenga significativa entre os grupos
experimentais, exceto para o0s animais que receberam dexametasona e a
associagao apigenina + tt-farnesol. Nesses dois grupos, a contagem de neutréfilos
foi significantemente menor que os demais (p<0,001). Sobre o teste do edema de
pata, em nenhum dos tempos avaliados houve diferenga significativa entre os
grupos experimentais, com exce¢ao do tempo de 240 minutos, quando o edema de
pata dos animais do grupo tt-farnesol + apigenina e do grupo dexametasona
(controle positivo) foi significativamente menor do que observado no grupo apigenina
100 pL (p<0,05). Os camundongos que receberam dexametasona foram os unicos
que nao apresentaram diferenca de edema entre os tempos de analise (p=0,072).
Na avaliagdo da citotoxicidade/viabilidade celular, verificou-se que as células
mantiveram-se viaveis nos trés tempos experimentais (24, 48 e 72 horas),
apresentando uma menor atividade mitocondrial no tempo de 24 horas para as
células integras. Em relacdo as células tumorais, observou-se redugcdao da
viabilidade celular nos mesmos tempos. Concluiu-se que ha atividade anti-
inflamatoéria das substancias quando aplicadas isoladamente, porém, apresentam
maior expressdo quando associadas; além disso, tanto a apigenina quanto o tt-
farnesol ndo sao citotoxicos para as células integras, visto a manutengao positiva da
viabilidade celular, o que nao foi observado para as células tumorais.

Palavras-chave: flavonoides, sobrevivéncia celular, anti-inflamatoérios.



ABSTRACT

Zafalon EJ. Anti-inflammatory action and cytotoxicity on normal cells and
tumors of apigenin and tt-farnesol. Campo Grande; 2012. [Thesis — Federal
University of Mato Grosso do Sul].

Natural products and derivatives are inexhaustible sources of therapeutic
agents. The propolis and its components participating in this context, in particular,
apigenin and tt-farnesol, two important flavonoids / terpenoids present in the extract.
Although investigations have shown anti-inflammatory action of propolis extract,
there are no reports of this activity into its components, when evaluated separately.
Therefore, the aim of this study was to assess anti-inflammatory and cytotoxicity of
apigenin and tt-farnesol, alone and in combination. The sample consisted of 90 mice.
The anti-inflammatory activity was evaluated by the models of neutrophil migration
into the peritoneal cavity (n = 60) and paw edema (n = 30). Cytotoxicity was
assessed by cell viability in macrophages and tumor cells. Statistical analysis was
performed by ANOVA and Tukey post-test, with significance level of 5%. Regarding
the migration of neutrophils, the results showed no significant difference between the
groups except for animals that received dexamethasone and the association
apigenin + tt-farnesol. In both groups, the neutrophil count was significantly lower
than the others (p <0.001). On the paw edema test, none of the evaluated times were
no significant differences between experimental groups, except for the time of 240
minutes, when the paw edema of group apigenin + tt-farnesol and dexamethasone
(positive control ) was significantly less than observed in the 100 uL apigenin (p
<0.05). The mice that received dexamethasone were the only ones who showed no
difference in edema between the time of analysis (p = 0.072). In group apigenin + tt-
farnesol, edema in time 240 minutes was similar to the dexamethasone group
(positive control - p <0.05). In the assessment of cytotoxicity / cell viability, it was
found that the cells remained viable in the three experimental period (24, 48 and 72
hours), with a lower mitochondrial activity at 24 hours for intact cells. With respect to
tumor cells, there was a reduction in cell viability at the same times. It was concluded
that there is anti-inflammatory activity of the substances when applied alone,
however, have a higher expression when linked, furthermore, both as apigenin-
farnesol tt are not toxic to intact cells, since the positive maintenance of cell viability
which was not observed for tumor cells.

Keywords: Flavonoids, anti-inflammatory agents, cell survival.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Novas fontes quimicas, entre janeiro de 1981 a junho de

1201 SRR 24
Figura 2 — Composigdes basicas dos flavonoides ..., 28
Figura 3 — Estrutura quimica da apigenina (C15H1005) ....euvvvriiiiieiiiiiiieeeeee 28
Figura 4 — Estrutura quimica do tt-farnesol (C15H260) ....ovvvvviiiieiiiiiiiiie, 31
Figura 5 — Balanca de precisao (MAJE®) ......ccccoooeiiiiiiiiiiicccceee e, 39
Figura 6 — Filtragem em membranas planas de 0,22 ym (Millipore®) ..................... 39

Quadro 1 — Grupos experimentais e substancias testadas para o modelo de
Migracao de NEUtrOfiloS........ccoeeiiiii i 40

Figura 7 — Aplicagdo das substancias por via subcutanea .............cccccooeveeeeieeinennnn. 41

Figura 8 — Inoculagéo da substéncia indutora de inflamagao (tioglicolato a 4%) na
cavidade peritoNEal............cooiiiiiiiiii i 41

Figura 9 — Manipulagao da regido abdominal dos animais seguida de pungao
com seringa para coleta do material a ser analisado ............cccccccceeeeenn... 42

Figura 10 — Administragcdo da substancia carragenina a 1% em regiao subplantar

da pata dir€ita........c.eoiiiieee 44
Quadro 2 — Grupos experimentais e substancias testadas no teste de edema de

07 = TSP 44
Figura 11 - Pletismémetro de pata para ratos e camundongos (Insight®)................. 45

Figura 12 — Células em cultura. Monitoramento do crescimento celular. (A) e (B)
células em fase de crescimento; (C) células em estado de
SUDCONTIUBNCIA ... 46

Figura 13 — Delineamento dO €StUdO.........ccoviiiiiiiiiiiii e 49

Grafico 1 - Volumes, em mL, referentes ao edema de pata dos animais submetidos
a inoculacéo das diferentes substancias.” Diferenca significativa em
relacio aos demaiS GrUPOS.....cceuuiuuuuuniiaeeeeeeeeeeeeeeeieenaa e s e e e e e eeeeeeeeeeeeennnns 51

Grafico 2 - Contagem de neutréfilos nos grupos avaliados. Cada barra representa a
meédia e a barra de erro, o desvio padrao da média. Letras diferentes
indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais (pos-teste
de TUKeY, P<O,05)....ueiee it e e e naaes 53



Grafico 3 - Absorbancia no TP reader (modo ELISA) corrigidos em relagao ao valor
do meio de cultura controle em células integras (macréfagos). Cada

Grafico 4 - Absorbancia no TP reader (modo ELISA), corrigidos em relagéao ao valor
do meio de cultura controle em células de tumor ascitico de Ehrlich



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Volumes em mL referentes ao deslocamento de agua verificado para o
edema de pata em camundongos Swiss apés inoculagao das solugdes

Tabela 2- Contagem de neutroéfilos em camundongos Swiss apds inoculagao
das substancias controles e experimentais............ccccccceeeiiieie e, 52

Tabela 3 - Niveis de absorbancia referentes a viabilidade de células integras e
tumorais avaliadas em diferentes momentos da analise........................... 54



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ML microlitro

Mm micrémetro

a.C. antes de Cristo

ad libitum a vontade (latim)

ADA American Dental Association

AINES anti-inflamatérios ndo esteroidais

ANSI American National Standards Institute
ANVISA Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
BRP Propolis brasileira vermelha

cm? centimetros quadrados

CO; diéxido de carbono (gas carbénico)
COBEA Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal
COX-2 ciclo-oxigenase-2

d.C. depois de Cristo

DMEM Dulbecco Minimum Essencial Medium
DMSO dimetilsulfoxido

DNA acido desoxirribonucléico

EDTA acido diaminotetracético

ELISA Enzyme-Linked Immunoabsorbent Assay
et al. e outros (et alii)

g grama

GTF glicosiltransferase

h horas

HO-1 hemi-oxigenase-1

IL Interleucina

iINOS sintese 6xido nitrico induzida

ISO International Organization for Standardization
kg quilograma

L litro

mg miligrama

mL mililitro



mM

mm

mm

MTT

NaCl

nm

NO

n°

PBV
PGE2

pH

PM

rpm

S. mutans
TNF
tt-farnesol
UFC
UFMS
UNICAMP

milimolar
milimetro

milimetro cubico

1-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan

Cloreto de sédio

nandmetro

oxido nitrico

namero

Propolis brasileira vermelha
prostaglandina E2

potencial hidrogeniénico

peso molecular

rotacdes por minuto
Streptococcus mutans

Fator de Necrose Tumoral
trans-trans-farnesol

Unidade Formadora de Col6nia
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul

Universidade de Campinas



LISTA DE SIMBOLOS

marca registrada
grau Celsius
resultado da diluigao

nivel descritivo ou p-valor



SUMARIO

1 INTRODUGAO........ccoereuieetrereeeesetssesesessesessesesasssssesassssssssssessssssssessssessensens 18
2 REVISAO DE LITERATURA . .......uoccrectre et e sssss e seeas e easas e s sne e sas e e ens 22
7300 B 2 e o o1 = 22
2.1.1 CompOSIGAO da PrOPOIIS....cceeeeeeeeeeeee e a e e e e e 24
2.2 Apigenina e tt-farnesol...........irrinii e ———— 28
2.3Métodos de avaliaGao...........curiririiiriisinsennner e ———— 32
3 OBUETIVOS.......coiiiiir s s s s s e s s s 36
3.10Dbjetivo geral........... e e 36
3.20Dbjetivos eSPecCifiCos.......ccocmmriiiiiiiiiir e —————————— 36
4 MATERIAIS E METODOS........cooeeierueteaeeeesssesesssseesssssesssssssnssssssssssssssesns 37
4.1 ASPECLOS ELICOS......ciueceirieeiriiieccss s ss s ss s e s e ss s s e sassrsaesnans 37
4.2 AMOSTIA.....coiiiierrr e 37
4.3 Diluicdo da substancias......ccccccccieiiiiiiii i 37
4.4 Fase experimental.........ooiiiiiiii i 38

441 Modelo de migragdo de neutrdfilos para cavidade peritoneal de

(o7=1 0 0 11] T [0] o o o 1= RSP 39
4.4.2 Teste de edema de Pata.........ccooiiei i 43

4.4.3 Teste de citotoxicidade...........ccccuuumiiiiiiiiiieeeeee 45
4.5 Andlise estatistica..........cccoommmmimiii e ——————— 48
5 RESULTADOS.......oo it s s s 50
6 DISCUSSAOD.....c.ocirciecercrerc e e e raesesaesesaesas e sas st eassesaesssseses e sas e sassassessenesssnens 57
7 CONCLUSOES........cooieererecreceecneeeee e e s ssssssasasasssssssesssssesesessssensasaes 65
REFERENCIAS........cocetieeieteeeeaseseess e seesesesestssssessesssssssssssssssssessssssensessssssssssssnns 66

LT 10 177X 1 o 73






1INTRODUCAO

As substancias e os produtos naturais ainda sdo as principais fontes inovadoras de agentes
terapéuticos para o tratamento de doengas de ordem sistémica e da cavidade bucal em humanos
(KOEHN; CARTER, 2005). Cerca de 70% de todos os agentes antimicrobianos introduzidos entre
1981 e 2002 foram obtidos a partir de produtos naturais (NEWMAN et al., 2003).

O crescimento mundial da fitoterapia entre os programas preventivos e curativos tem
estimulado a avaliagdo dos extratos de plantas para o uso nas ciéncias biomédicas. Na Odontologia,
as investigagdes sdo direcionadas especialmente no controle do biofilme dentario e outras afec¢des
bucais. Com isso, tanto a Odontologia como a Medicina sdo beneficiadas pela riqueza de recursos
naturais oferecidos pela flora brasileira, pois os produtos naturais estdo cada vez mais presentes nos
consultérios médicos e odontolégicos (OLIVEIRA et al., 2007).

Entre os produtos naturais, a propolis tem sido um dos mais investigados. A Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) a define como uma substancia de caracteristicas fisicas resinosas e
composicao variavel, coletada de vérias espécies vegetais e que sofre adicdo de secregbes da
abelha, em especial da espécie Apis mellifera L., sendo classificada como opoterépico1 (BRASIL,
2005).

A primeira propriedade da prépolis demonstrada cientificamente foi sua capacidade
antimicrobiana (GHISALBERTI, 1979). Outras propriedades como a anti-inflamatéria, antitumoral,
hepatoprotetora, antiviral, antifingica e antioxidante também ja foram investigadas (BANKOVA et al.,

1995).

' Medicamentos especificos adquiridos por meio de 6rgaos, glandulas, tecidos e secregdes animais.

Uma de suas principais caracteristicas € sua composigdo complexa, variavel de acordo com a
regidao onde foi produzida e a sazonalidade (BANSKOTA et al., 2000), aspectos ainda mais
marcantes na propolis brasileira, devido a diversidade da flora e tipos climaticos. O Brasil € o segundo
produtor mundial de prépolis, sendo superado apenas pela China.

O avango dos estudos da composicdo da propolis mostrou como promissora a utilizagédo

isolada de alguns componentes (SALATINO et al., 2011). Entre eles, foram identificados dois agentes



também encontrados em plantas e alimentos, a apigenina e o trans-trans-farnesol (it-farnesol),
caracterizados como flavonoides/terpenoides (polifendis) e promitentes compostos naturais contra o
biofilme dentario, cada qual apresentando distintas atividades bioldgicas in vitro e in vivo.

A apigenina é um bioflavonoide ndo tdxico e ndo mutagénico encontrada em frutas e
legumes, sendo um potente inibidor da atividade de enzimas glicosiltransferases, tanto em solugéo
como em superficies alcancando até 60% de reducdo (KOO et al., 2002, 2003b), também foram
capazes de inibir a producéo de acido latico, e glucano por S. mutans no biofilme dentéario ( KOO et
al., 2003a, 2005), agbes importantes para o controle da carie dentaria. O tt-farnesol € um alcool
sesquiterpeno encontrado em o6leos essenciais de frutas citricas e tem sido utilizado na industria
cosmetica devido ao seu aroma agradavel. No entanto, o mecanismo exato da agao desses agentes
isolados é atualmente desconhecido.

Deve-se ressaltar que a proépolis constitui um aglomerado de substancias, podendo haver
interferéncia nas propriedades individuais dos componentes. Essa premissa evoluiu junto com os
estudos in vitro e in vivo que avaliaram os extratos de prépolis. Com as perspectivas de utilizagdo dos
componentes isolados e de melhores resultados, estudos foram desenvolvidos sem a preocupagao
de verificar antecipadamente as reagbes do organismo mediante contato com fragdes separadas
como a apigenina e tt-farnesol. Até entdo, estudos mostram que essas substancias sédo efetivas no
controle de agentes etioldgicos e patologias instaladas. Entretanto, ndo se sabe se s&o capazes de
provocar fendbmenos frequentes do organismo em resposta, a inflamacéo.

Pesquisadores mostraram, em estudos in vivo, que a utilizagdo dessas substancias é

ocasionalmente associada a necrose e irritacao tecidual (JOO; JETTEN, 2010), ainda
que ja demonstradas propriedades farmacoldgicas hepatoprotetoras (BANSKOTA et
al., 2000). Por outro lado, varias drogas sintéticas proporcionam efeitos secundarios
desconhecidos, o que reforca a necessidade de se pesquisar produtos naturais, a
exemplo dos polifendis, como novos e seguros anti-inflamatorios.

Outro aspecto, relatado no estudo de Santangelo et al., (2007), refere-se ao
fato de que os polifendis inibem as enzimas celulares, tais como COX, a fim de
reduzir a produgéo de prostaglandinas, exercendo assim uma importante agao anti-

inflamatoria.



Para sanar essa premissa de agao inespecifica, ensaios laboratoriais foram regulamentados
por organizagdes internacionais (International Organization for Standadization - 1SO), incluindo testes
iniciais, secundarios e testes de uso (ISO, 1992), o que trouxeram respaldo para a continuagédo dos
estudos com produtos naturais.

Entre os ensaios laboratoriais estdo os testes para avaliacdo da atividade anti-inflamatéria e
cultura de tecidos. A migragao de neutrofilos, bem como o teste de edema de pata séo indicados para
avaliar reagdes anti-inflamatodrias assistidas. A contagem de neutréfilos se deve ao fato de que estas
células sado a primeira linha de defesa na inflamagéo e rapida velocidade de migragdo. O edema de
pata justifica-se por refletir um dos sinais cardeais da inflamacgao.

A cultura de tecidos foi desenvolvida como um método de estudo do comportamento das
células animais sem a interferéncia das variacbes de temperatura e estresse que podem ocorrer no
animal durante o experimento. E um método utilizado para investigacdo de reagbes citotdxicas
causadas por drogas e materiais diversos, sendo reprodutivel e seus protocolos estandardizados pela
International Organization for Standadization (1SO), logo, assume um papel de destaque em relacdo a
sua importancia (YOKOMIZO, 2001).

Mediante a auséncia de avaliagbes sobre as consequéncias do contato direto da apigenina e
tt-farnesol sobre tecidos e a necessidade dessas respostas a fim de se realizar estudos clinicos, este
estudo propds a investigagdo da capacidade anti-inflamatéria e citotoxicidade dessas duas

substancias.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Prépolis

A propolis € uma resina estruturalmente complexa; uma substancia balsamica
tipo goma que contém aproximadamente 50-55% de resinas e balsamos, 30% de
cera, 10% de 6leos volateis, 5% de polen e 5% de outras substancias que variam de
acordo com a flora da regido e as espécies de abelhas. Dentro da colmeia, a
propolis é utilizada como paredes internas e para selar possiveis aberturas, permitir
o controle térmico da coldnia e evitar a entrada de outros insetos. Além disso, &
utilizada para embalsamar insetos mortos e evitar a proliferagdo de micro-
organismos na colbénia. O uso da propolis pelo homem remonta aos tempos
passados, quando o produto era empregado no embalsamento de corpos no Egito

antigo (GHISALBERTI, 1979).

A prépolis é produzida por abelhas da espécie Apis mellifera L. (MENEZES, 2005). Sua
utilizagao é bastante conhecida na medicina popular por nao ser toxica e pelas atividades biolégicas e
terapéuticas que incluem as ag¢des antimicrobiana, anti-inflamatéria, anestésica e pelas propriedades

citostaticas (GEBARA et al., 1996).

Em relacdo a inflamagao e algumas doengas infecciosas, a prépolis tem
apresentado bons resultados como coadjuvante no tratamento. Trata-se de uma
substancia relativamente atéxica e com atividade antimicrobiana contra uma
variedade de bactérias, fungos, parasitas e virus (BANKOVA et al., 1995;
STEINBERG et al., 1996; KUJUMGIEV et al., 1999; SFORCIN et al., 2000; ITO et
al., 2001).

Além de uma atividade antimicrobiana e outras propriedades biologicas e

farmacolégicas demonstradas, Banskota et al. (2000) incluiram ag¢ao antitumoral,



citotoxica, hepatoprotetora, antioxidante, hematostimulativa e propriedades

imunomoduladoras.

As qualidades de seus componentes ainda precisam de estudos para verificagdo e
confirmacgao de sua eficiéncia medicinal. A farmacodindmica da prépolis tem sido revisada no que diz
respeito as suas propriedades medicinais em relagéo a tolerancia e efeitos indesejaveis. Nagai et al.
(2001) destacaram as propriedades anti-inflamatdria, antimicrobiana, antineoplasica e antioxidante da
prépolis. Essas caracteristicas terapéuticas sao provenientes da vasta composicdo quimica da

substancia.

A importancia dada aos produtos naturais terapéuticos se confirma no
trabalho de Newman e Cragg (2007), no qual analisaram as fontes de novas drogas
aprovadas para o tratamento de doengas humanas. Foram quantificadas 1184 novas
substancias quimicas no periodo de 1981 a 2006, sendo 70% de origem natural
(Figura 1).

Ressalta-se o fato de que a primeira propriedade medicinal cientificamente
avaliada da propolis foi a atividade antibacteriana. Nas ultimas décadas, a mesma,
bem como seus componentes, ganharam ampla aceitagcdo na medicina popular em
varias partes do mundo. Tal popularidade tem estimulado o uso comercial em
produtos de uso diario e demonstra um grande interesse na pesquisa quimica da

prépolis e suas atividades bioldgicas (SALATINO et al., 2011).

Figura 1 — Novas fontes quimicas, entre janeiro de 1981 a junho de 2006.



B- Bioldgico

V- Vacina

N- Produto natural

ND- Derivado de produto natural
S- Substancia totalmente sintética

S*- Sintetizada tendo como modelo um
produto natural

NM- Natural Product Mimic (compostos
sintéticos concebidos por meio do
conhecimento obtido a partir dos
produtos naturais)

OB ENENDOS I§NM BS* DS NN BV

(Fonte: NEWMAN; CRAGG, 2007, p. 472).

2.1.1 Composigao da prépolis

A propolis constitui uma substancia complexa, na qual ja foram identificados mais de 300

componentes quimicos, variando de acordo com sua origem botanica (BURDOCK, 1998).

De acordo com Koo et al. (1999), os dados sobre as variagbes na composigao
do conteudo da propolis, especialmente os flavonoides, sdo importantes na
fabricagdo de produtos de higiene oral, sendo que muitos paises nao tém qualquer
tipo de controle quimico para a padronizacdo da qualidade. Neste contexto, a
variabilidade quimica da prépolis em diferentes paises pode ser considerado um
importante obstaculo para a implementagcdo de uma rede internacional de
padronizagéo.

Em amostras de propolis tipificadas da regidao do Chile, Mufoz et al. (2001)
demonstraram a presenca de substancias terpenoides e flavonoides. Entre esses
ultimos, acacetina, acido cinamico, cumarina, galangina, izalpina, preniletina,

vanilina, apigenina e tt-farnesol.



Os componentes flavonoides sdo polifendis e demonstram uma série ampla
de atividade bioquimica e efeitos farmacologicos, incluindo capacidade antioxidante,
anti-inflamatéria, antiplaquetaria, agdo antitrombdética, e efeitos antialérgicos. Podem
bloquear atividades metabdlicas como a sintese de prostaglandina por inibir enzimas
como a ciclo-oxigenase, intimamente relacionada com a génese da inflamacgao. Os
flavonoides estdo presentes em vegetais (luteolina e apigenina) e em frutas
(quercetina, miricetina e tt-farnesol). Constituem uma grande familia de mais de
4000 metabdlitos secundarios de plantas, sendo muitos, como agucares conjugados.
Estudos epidemiolégicos tém indicado uma relagdo entre uma dieta rica em
flavonoides e uma reducdo da incidéncia de doenca cardiaca pela acao
anticoagulante (MIEAN; MOHAMED, 2001).

No Brasil, por exemplo, autores relataram que a propolis de distintas regides
foram quimicamente classificadas em 12 tipos (PARK et al., 2002). Entre os
numerosos grupos de substéncias identificadas na préopolis de diferentes
localidades, os mais comumente encontrados foram grupos aromaticos, acidos e
ésteres, flavonoides, terpenoides e cera. A maioria das atividades bioldgicas da
prépolis tem sido atribuida a esses compostos, especialmente aos flavonoides
(MARCUCCI, 1995; MARCUCCI et al., 2001; PARK et al., 2002). A esse respeito, a
atividade antimicrobiana tem sido atribuida aos flavonoides também. No entanto,
outros componentes presentes na préopolis, tais como derivados de &cidos
aromaticos, ésteres e terpenoides, podem apresentar agdes inibitérias sobre os
bactérias e virus.

Entre os componentes da prépolis, os polifendis foram identificados por Isla et
al. (2005) ao examinarem vinte e cinco amostras de propolis da regido nordeste da

Argentina. Verificaram que 16 delas apresentaram perfis parecidos, obtidos através



do método de espectros de absorcdo. ldentificaram flavonoides semelhantes, em
qualidade, aos da propolis que foram coletados no sul do Brasil. Embora a origem
botanica da prépolis seja importante, isso n&do altera substancialmente sua acgao.
Qualitativamente, o conteudo de flavonoides na maioria das amostras de propolis
coletadas se assemelhou entre as regides de diferentes climas (temperado como
Europa, América do Norte e Nova Zelandia). Essas apresentaram maior capacidade
antimicrobiana e antioxidante e também continham maiores concentragcbes de
compostos fendlicos.

Alternativamente, um grande numero de polifendis tém sido consumidos na
dieta e suas atividades anti-inflamatérias tém sido relatadas. Polifendis podem ser
classificados em dois grupos diferentes: flavonoides e acidos fendlicos. Esses
compostos tém recebido consideravel atencdo em pesquisas. De fato, 12 dos 40
anti-inflamatdrios aprovados entre 1983 e 1994 foram obtidos a partir ou com base
nesses produtos naturais. Alguns polifendis, quando utilizados em excesso,
resultaram em redugcdo no crescimento em animais de laboratorio. No entanto, a
ingestao de pequenas quantidades de polifendis em alimentos apresenta um potente
efeito na reducdo de doencas crbnicas (artrite reumatdide e osteo-artrite) em
modelos animais (YOON; BAEK, 2005).

Em 2007, um grupo de pesquisadores (SILVA et al., 2007) da Universidade
de Campinas (UNICAMP) estudaram a composigdo quimica e origem de um novo
tipo de propolis brasileira, a variedade chamada vermelha (BRP ou PBV). Foi
demonstrada ser uma substancia nao toxica, resinosa, como aquelas comumente
estudadas. Foi classificada em 12 tipos, de acordo com as propriedades fisico-
quimicas e localizagao geografica. A principal origem botanica da propolis brasileira,

nas regides Sul, Nordeste e Sudeste, foi relatada como uma resina de Populus sp.,



Hyptis divaricata e Baccharis dracunculifolia (alecrim do campo), respectivamente.
Os pesquisadores concluiram que a propolis brasileira é bastante diversificada em
sua composi¢cao quimica, devido ao Brasil ser rico em biodiversidade. Isso justifica a
necessidade de ser investigada como uma fonte de novas substancias bioativas, tais
como derivados de acido cinamico, principalmente Artepillin C, flavonoides e outros
com propriedades farmacoldgicas ou funcionais. Ainda, afirmaram que a composi¢ao
€ semelhante ao tipo especifico de propolis vermelha de Cuba, produzido na
provincia de Pinar Del Rio, que tem varios isoflavonoides com ag¢ao antimicrobiana,
antifangica, anticancerigena, antioxidante, além de aliviar os sintomas da
menopausa e prevenir a osteoporose.

Em 2009, Libério et al. relataram que a composi¢do da prépolis pode variar
entre diferentes areas geograficas e, como consequéncia, a intensidade ou a
presenca de algumas atividades biolégicas também varia. No entanto, mesmo
dentro do mesmo pais, a composicdo de prépolis pode ser quantitativa e
qualitativamente diferentes, dependendo da regido e periodo de sua coleta.

A diversidade estrutural dos flavonoides pode ser atribuida ao nivel de
oxidacéo e as variagdes no esqueleto carbdnico basico, promovidas por reagdes de
alquilagao, glicosilagao ou oligomerizagdo. As modificacdes no anel central dessas
substancias levam a diferenciacdo em subclasses distintas, tais como chalconas,
flavanonas, flavanondis, flavonas, flavonois, isoflavonas, flavan-3-ols e

antocianidinas, como podem ser vistas na Figura 2 (COUTINHO et al., 2009).

Figura 2 — Composigdes basicas dos flavonoides.
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(Fonte: COUTINHO et al., 2009; p.247).

2.2 Apigenina e tt-farnesol

A apigenina (Figura 3) é designada pelo seu nome usual, porém, tem seu
nome oficial como 5,7,4 trildroxiflavona. Marcucci, em 1996, descreveu essa
substancia como sendo promissora entre os flavonoides, atribuindo a esta, somente

acao antiulcera.

Figura 3 - Estrutura quimica da apigenina (C15H19Os).

(Fonte: COUTINHO et al., 2009; p.247).
Dessa forma, Koo et al. (2003a) investigaram a influéncia da apigenina e do

tt-farnesol, isolados e combinados, no acumulo e na composi¢cao do polissacarideo



(glucanos e frutanos) e viabilidade do biofilme de S. mutans (UA159). Os biofiimes
foram cultivados por 54 h e apds formados, foram tratados por um minuto, duas
vezes ao dia. No teste, o peso seco dos biofilmes foi significativamente menor (30-
50%) do que o controle (p<0,05). Biofilmes tratados com as substancias do teste
também resultaram em menos polissacarideos intracelulares. A atividade enzimatica
foi afetada apenas pela apigenina e sua combinagédo com o tt-farnesol. As contagens
viaveis de S. mutans foram ligeiramente inferiores apds tratados com essas
substancias, comparados com o controle. A clorexidina exibiu potente atividade
bactericida e praticamente cessou o acumulo de biofilme em 54 h. Assim, concluiram
que a apigenina e o tt-farnesol afetaram a porcentagem de acumulo e composi¢ao
de polissacarideos, sem grande impacto sobre a viabilidade bacteriana.

Nessa linha de investigacdo, no ano seguinte, Koo et al. (2003b)
determinaram os efeitos, isolados e em combinacdo, sobre a atividade da
glicosiltransferase (GTF), bem como a viabilidade do biofilme e do desenvolvimento
de caries em ratos. Para tanto, infectaram ratos Sprague-Dawley com Streptococcus
sobrinus e trataram, topicamente, duas vezes ao dia. O grupo da apigenina
(concentragao de 1,33 mM) inibiu a atividade da glicosiltransferase (GTF) em
solucao (90-95%). O grupo do tt-farnesol (concentracédo de 1,33 mM) mostrou menor
atividade antibacteriana contra o biofiilme e menor efeito sobre a enzima GTF. A
associagao apigenina e tt-farnesol reduziu a incidéncia de carie em superficie lisa
em 60%; fluoreto reduziu 70% essa incidéncia; ja a clorexidina reduziu em 72%,
comparando com o tratamento controle (p<0,05).

Em 2005, Koo et al. examinaram a associagao da apigenina e o tt-farnesol na
melhoria da propriedade anticarie do fluoreto agindo conjuntamente na expressao da

viruléncia de Streptococcus mutans. O efeito bioldgico dos compostos estudados foi



grandemente refor¢cada quando usado em combinagdo com o fluoreto. Em geral, os
biofilmes tratados com apigenina e/ou com o tt-farnesol combinados com o fluoreto
exibiram menos biomassa e menos glucanos insoluveis e polissacarideos do que
aqueles tratados com as substancias isoladas (p<0,05). A combinagdo das
substancias-teste com o fluoreto foi altamente eficaz, impedindo o desenvolvimento
de carie nos animais estudados, com resultados comparaveis com aqueles
observados com clorexidina/fluoreto, que serviu de controle positivo.

Embora a apigenina apresente varios efeitos biolégicos, o seu papel anti-
inflamatoério no campo da Periodontia, por exemplo, ainda permanece desconhecido.
Jeong et al. (2009) examinaram os efeitos anti-inflamatoérios da apigenina e seus
mecanismos subjacentes em células do ligamento periodontal humano. Como
resultados, em células incubadas com apigenina, houve diminuicdo da expresséo da
proteina HO-1 e sua atividade. A apigenina inibiu significativamente a produgao de
NO, PGE2, IL-1B, TNF-a, IL-6 e IL-12, e regulou a expressdo da COX-2 nas células.
Através desses dados, os autores afirmaram a presenca de atividade anti-
inflamatodria da apigenina em células do ligamento periodontal humano através de
um singular mecanismo. Assim, a apigenina traria beneficios potenciais como um
modulador na prevengdao e tratamento da doenga periodontal. Além disso,
observaram auséncia de efeito citotdxico do produto sobre as células estudadas.

Unnanuntana et al. (2009) utilizaram o farnesol como agente antifungico e
demonstraram que ha atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus e
Streptococcus mutans. Investigou-se os efeitos do farnesol sobre a formacédo de
biofilmes bacterianos em biomateriais ortopédicos e seus efeitos sobre osteoblastos.
Utilizaram biofilmes de Staphylococcus aureus (Seattle 1945GFPuvr) cultivados em

discos de liga de titdnio e seus efeitos foram examinados por microscopia de



fluorescéncia em culturas de células pré-osteoblasticas (MC3T3-E1). O farnesol
soluvel, na concentracdo de 30 mM, reduziu o numero de bactérias viaveis (104
vezes) e inibiu completamente a formagédo de biofilme. Baixas concentracbes de
farnesol soluvel (0,03 a 3 mM) nao inibiu a formacgéo de biofilme e n&o potencializou
o efeito de uma concentracdo de gentamicina; reduziu o niumero de bactérias viaveis
em 50% e teve sua acao sobre o biofiime bacteriano durante trés dias. Em
concentragdes de 3 mM e 30 mM, inibiu propagacédo das células MC3T3-E1. Os
autores concluiram que, in vitro, uma concentracao elevada de farnesol (30 mM)
mostrou propriedades antimicrobianas, no entanto, também teve um efeito negativo
sobre a células pré-osteoblasticas.

O tt-farnesol (3,7,11-Trimethyl-2,6,10-dodecatrien-1-ol, trans,trans-3,7,11-
Trimethyl-2,6,10-dodecatrien-1-ol) é um alcool sesquiterpeno aciclico (Figura 4)
encontrado como um liquido incolor. E insoltvel em &gua, mas miscivel em 6leos. E
um agente quimiopreventivo e antitumoral, além de possuir atividade antibacteriana.
Induz a parada do ciclo celular e apoptose em uma variedade de tipos de células de
carcinoma, o que torna sua utilizagao restrita para determinados tratamentos (JOO;

JETTEN, 2010).

Figura 4 - Estrutura quimica do tt-farnesol (C15H250).
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(Fonte: COUTINHO et al., 2009; p.247).

2.3 Métodos de avaliagao

Em relagdo ao uso de corante em testes laboratoriais, o método com MTT (1-



(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-3,5-diphenylformazan) para a avaliagdo da toxicidade
celular é, segundo Mossman (1983), extremamente confiavel, rapido, facilmente
reproduzivel e reflete a viabilidade celular pelo numero de células da amostra. A
exigéncia de avaliar a toxicidade potencial de compostos usados a partir de produtos
farmacéuticos, cosméticos, aditivos alimentares e pesticidas para produtos quimicos,
industriais ou fertilizantes, esta crescendo rapidamente devido as pressdes
comerciais e maior regulamentagcdo. O método de ensaio precisa ser confiavel,
sensivel e adequado para o aumento da produtividade com testes multiplos na
mesma amostra. Ensaios de citotoxicidade foram um dos primeiros ensaios in vitro
usados para prever o efeito danoso de substancias para varios tecidos e sao, hoje,
amplamente utilizados para a determinacdo de proliferacdo celular, viabilidade ou
atividade estrutural. O beneficio adicional de tais ensaios € que limitam a exigéncia
de experimentagdo animal, e sua triagem requer quantidades muito menores do
material de ensaio.

Além das atividades anti-inflamatérias dos produtos naturais, como a
apigenina e o tt-farnesol, e pela sua utilizagado no tratamento para as alteragdes na
Oncologia, é preocupante o fato de que essas substancias tenham agao inespecifica
sobre células sadias. A International Organization for Standardization (1SO), em
1992, regulamentou através do documento n° 41 da ANSI/ADA, a realizagdo de
testes bioldgicos de materiais, cujo documento foi denominado como ISO 10993,
com a seguinte caracterizagdo: (1) Testes iniciais, que incluem testes de
citotoxicidade em cultura de células; (2) Testes secundarios, que compreendem
implantes subcutadneos em ratos; (3) Testes de uso, de aplicagao ou pré-clinico, que

incluem experimentos em animais de grande porte, como cées e seres humanos.



Anteriormente a isso, a utilizacdo de culturas de células tornou-se cada vez
mais uma pratica comum nos laboratérios de controle de qualidade. Com o
estabelecimento de um grande numero de linhagens de células animais e humanas,
pode-se testar uma série de produtos, desde drogas a materiais plasticos, com
intuito de avaliar o potencial de citotoxicidade. Testes in vitro vém substituindo os
ensaios in vivo, principalmente pelos custos reduzidos, alta reprodutibilidade e
facilidade de realizagdo. A confiabilidade cientifica dos estudos de citotoxicidade in
vitro esta relacionada a escolha da metodologia e tem como vantagens a
simplicidade, facilidade na reprodugdo dos resultados, controle das condi¢des
experimentais, método bastante sensivel, baixo custo, rapidez e respeito a bioética
(HYAKUNA et al., 1989).

Entende-se por citotoxicidade, a capacidade intrinseca do material de
promover alteracdo metabdlica de células em cultura, podendo essa culminar ou néo
em morte celular. A determinagédo da viabilidade, assim como a toxicidade celular,
pode ser interpretada pela mensuragédo do grau de destruicdo da monocamada
celular e contagem de células por exclusdo com azul de Trypan (FRESHNEY, 2011).

A busca pela melhoria das propriedades fisico-quimicas de alguns materiais e
substancias tem sido preocupacgao frequente na Odontologia. Estudos in vivo tém
mostrado que o uso de novas substancias é ocasionalmente associado a necrose e
irritacdo da polpa dentaria, bem como do periodonto. Em um estudo de revisao
literaria, Hanks et al. (1996) verificaram que os modelos de compatibilidade in vitro,
utilizados para estudar os materiais e seus efeitos tdxicos, sao utilizados em testes
de biocompatibilidade para simular e prever reacdes bioldgicas aos materiais,
quando colocados dentro ou sobre os tecidos do corpo. Entretanto, ensaios de

citotoxicidade tradicionais sao realizados para medir, por meio de qualquer evento,



um estagio final, seja pela permeabilidade das membranas citoplasmaticas de
células (mortas e/ou morrendo), ou algum parametro metabdlico, como a divisdo
celular ou uma reagao enzimatica. Nessa ultima situacdo, podemos elencar os
ensaios para iniciagao de reagdes inflamatdrias e imunoldgicas.

A fim de verificar a importancia dessas reagdes prejudiciais, medidas foram
tomadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), que aumentou o
controle sobre a venda dos anti-inflamatorios ndo esteroidais inibidores da COX-2. A
Agéncia publicou e incluiu alguns principios ativos na lista de substéncias sob
controle especial (Portaria 344/98). A partir dessa data, esses anti-inflamatérios s6
poderiam ser vendidos com retengdo da receita meédica pelo estabelecimento
farmacéutico (ANVISA, 1998).

Deve-se lembrar que a inflamagéo € o mecanismo de defesa imunoldgica pelo
qual o corpo combate as infecgdes ou lesdes originadas de bactérias, virus e outros
patogenos. As caracteristicas clinicas da inflamagc&o sdo conhecidas como rubor
(vermelhiddo), calor, tumor (inchago) e dor. Na sequéncia do processo da
inflamacgdo, a ativagado excessiva ou inadequada do sistema imunolégico pode ter
efeitos graves. No inicio da década de 70, substancias como a aspirina e outros anti-
inflamatodrios nao-esteroidais (AINES) foram estudados quanto a capacidade de
inibir a ciclo-oxigenase (COX), que produz as prostaglandinas (PGs), uma classe de
mediadores fisiologicos e fisiopatologicos. Embora esteroides anti-inflamatorios e
AINEs sejam usados atualmente para tratar a inflamagao aguda, essas drogas nao
tém sido bem sucedidas na cura de doencas inflamatérias crénicas (SANTANGELO
et al., 2007).

Coutinho et al. (2009) relataram que na triagem da agao anti-inflamatéria sdo

utilizados diversos métodos in vitro e in vivo. Os ensaios in vitro sao realizados em



cultura de células e objetivam verificar se o flavonoide € capaz de reduzir ou até
mesmo inibir a formacdo de mediadores, a producdo de enzimas e citocinas
envolvidas e a proliferacdo de linfécitos. Ja os ensaios in vivo utilizam agentes
indutores de inflamacado nos animais de laboratério (por exemplo: carragenina),
visando avaliar se o flavonoide é capaz de inibir/reduzir a formacdo do edema, a
migracdo das células de defesa e a formacdo de mediadores e enzimas. No
contexto da busca de flavonoides bioativos a partir de fontes vegetais, essa mesma
linha de pesquisa vem estudando plantas medicinais utilizadas popularmente no
tratamento de patologias que envolvam processos inflamatérios e desordens do
sistema imune.

Da mesma forma, Sforcin e Bankova (2011) mencionaram que ensaios in vitro
fornecem novas perspectivas a respeito do mecanismo de acéo, e os experimentos
in vivo devem informar as propriedades bioldgicas do produto. No entanto, ha pouca
informacao disponivel sobre a eficiéncia da prépolis clinicamente, e um novo passo
na complementacédo das pesquisas seria 0 desenvolvimento de sua modalidade de
investigacdo, a fim de avaliar o potencial de prépolis em pacientes.
Complementaram que possiveis interacbes entre seus compostos isolados ou
associados a outros medicamentos também devem ser investigados. Os autores
indicaram o uso da préopolis e seus compostos isolados em diferentes condigdes

patoldgicas, tais como tumores, infec¢des, alergias, diabetes e ulceras.



3 OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

Verificar a possibilidade de utilizagdo de dois componentes da propolis de Apis

mellifera L. — a apigenina e o tt-farnesol, em estudos clinicos.

3.20bjetivos especificos

- Avaliar e comparar a atividade anti-inflamatéria das substancias apigenina e tt-
farnesol isoladas e associadas, através do modelo de migragcéo de neutréfilos para
cavidade peritoneal de camundongos;

- Avaliar atividade anti-inflamatéria das substancias isoladas e associadas,
através de teste de edema de pata em modelo murino;

- Analisar a viabilidade celular da apigenina e tt-farnesol em células integras e

tumorais.



4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Este estudo foi realizado de acordo com os Principios Eticos de
Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal
(COBEA) e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade

Federal de Mato Grosso do Sul (Protocolo n® 386, Anexo).

4.2 Amostra

Foram utilizados 90 camundongos Swiss, aclimatados no Biotério da
Universidade Catdlica Dom Bosco, sob temperatura variando de 20-25 °C, ciclos de
claro/escuro de 12/12 horas e ventilacdo controlada artificialmente. A dieta consistiu
em ragao para camundongos e agua ad libitum. Os animais foram ambientados
antecipadamente e submetidos a condigdo experimental nos periodos matutino e/ou
vespertino, respeitados os prazos do delineamento do estudo.

Foram selecionados camundongos heterogéneos, saudaveis, adultos, com
peso aproximado de 18 a 22 g e 40 dias de espera, nascidos no Biotério da
Universidade Catdlica Dom Bosco. Foram excluidos animais anteriormente

submetidos a qualquer outro tipo de experimento.

4.3 Diluicao das substancias



A apigenina (Sigma-Aldrich®, PM 270,24) e o tt-farnesol (Sigma-Aldrich®, PM
222,37) sao fornecidos no mercado na forma de pd. Para o calculo das diluigdes
(Dp), a fim de se obter a solugdo com concentragéo final de 1,33 mM (KOO et

al.,2003a), foi aplicada a férmula:

D, = Concentragéo x peso molecular x volume do solvente x peso do produto

Para a apigenina, obteve-se o resultado de 0,0359 g/100 mL do veiculo ou
solvente. Ao se converter para miligramas e diluigdo em 60 mL de veiculo, obteve-se
o resultado de 21,5 mg/60 mL. Para o tt-farnesol, obteve-se o valor de
88,7 mg/300 mL. As substancias e porcentagens utilizadas para o solvente foram de
25% de alcool, 1,25% de dimetilsulféxido (DMSO) e 73,75% de agua destilada (KOO
et al., 2003a), ou seja, para 450 mL de veiculo utilizado na diluigdo, foram
necessarios 112 mL de alcool; 5,63 mL de DMSO e 331,87 mL de agua destilada.
Todas as diluicdes foram realizadas em capela de fluxo laminar (Veco Clean Plus®,
modelo Biosafe 12t B2, série FL 9522).

Para o preparo das substancias, a pesagem foi realizada em balanga de

precisdo (MAJE® Balancas e Equipamentos, Brasil) (Figura 5). Apés a dissolucédo

total, as solugdes foram filtradas em membranas planas de 0,22 pm Millipore® (Millex

GV JBR 6) (Figura 6).

4.4 Fase experimental

A fase experimental foi composta de dois ensaios para a analise da acao anti-

inflamatoria da apigenina e do tt-farnesol: 0 modelo de migragao de neutrdfilos e o



teste de edema de pata. Para a analise da citotoxicidade, foi desenvolvido o teste de

viabilidade celular.

Figura 5 — Balanga de precisao (MAJE®).

(Fonte: propria).

Figura 6 - Filtragem em membranas
planas de 0,22 ym (Millipore®).

(Fonte: propria)

441 Modelo de migracdo de neutréfilos para a cavidade peritoneal de

camundongos

Para este teste de migragao (SECCO et al., 2003), foram utilizados sessenta
camundongos, divididos em 12 grupos (n=5), cada qual recebendo as solugdes

testadas, como mostrado na Quadro 1.



Quadro 1 — Grupos experimentais e substancias testadas para o modelo de
migracao de neutrofilos.

GRUPOS SUBSTANCIAS CONCENTRACOES QUANTIDADES

A Apigenina (Sigma-Aldrich®) 1,33 mM 50 uL
B Apigenina (Sigma-Aldrich®) 1,33 mM 100 pL
C Apigenina (Sigma-Aldrich®) 1,33 mM 150 uL
D tt-farnesol (Sigma-Aldrich®) 1,33 mM 50 uL
E tt-farnesol(Sigma-Aldrich®) 1,33 mM 100 pL
F tt-farnesol (Sigma-Aldrich®) 1,33 mM 150 uL
G Tioglicolato 4% 500 pL
H Veiculo+salina - 200 uL
| Controle negativo (salina) 0,9% 200 pL
J Controle positivo(dexametasona) 0,4 mg/Kg 200 uL
K Carragenina 1% 500 pL
L Apigenina + tt-farnesol (1:1) 1,33 mM 200 pL

As injecOes das substancias foram realizadas por via subcutanea (Figura 7),
utilizando-se seringas para insulina BD ultra fina (BD Becton Dickinson, Nova Jersey,
Estados Unidos da América). Apdés 15 minutos, foi inoculada a substancia indutora
de inflamacao — o tioglicolato 4 %, na regido peritoneal (Figura 8).

Decorridos 6 horas apés as inoculagdes, os animais foram eutanasiados em
camara de CO; e por meio de deslocamento cervical. Procedeu-se a fase cirurgica
com incisdo e afastamento da pele, injecéo de etilenodiaminotetracético (EDTA) em
diluicdo de 32,7 mg para 100 mL de solugao salina 0,9 %, no volume de 3 mL. Em
seguida, fez-se uma leve manipulacdo da regido abdominal (Figura 9) a fim de

promover o contato da solugao de EDTA por toda a cavidade abdominal. A seguir,



realizou-se a aspiragcdo do liquido abdominal no maximo volume possivel, sem
danificar os 6rgaos, e armazenamento em tubos de ensaio autoclavados.

Figura 7 — Aplicagéo das substancias por
via subcutanea.

(Fonte: propria)

Figura 8 - Inoculacéo da substancia indutora
de inflamacgao (tioglicolato a 4%) na
cavidade peritoneal.

(Fonte: propria)

Figura 9 - Manipulag&o da regido abdominal
dos animais seguida de pungao
com seringa para coleta do material

a ser analisado.



(Fonte: prépria)

As células totais presentes nesse lavado peritoneal foram contabilizadas com
auxilio de contador automatico de células sanguineas CC530 (Celm®, Brasil). Apds a
contagem, o material foi centrifugado a 3.000 rotagbes por minuto (rpm) durante
cinco minutos (Centrifuga MACRO |V, EV:025, EV Lab®, Brasil); o sobrenadante foi
separado e armazenado a -80 °C para testes futuros de mensuracgéo de citocinas.

Para a contagem diferencial, os pellets foram ressuspendidos e
confeccionados os esfregacos em laminas. O volume restante dos pellets foram
armazenados em eppendorfs contendo 50 pL de Trizol reagent® (Invitrogen life
Technologies Corporation, Carsbad, EUA). A coloragdo utilizada foi o Panético

rapido LB®. Esta técnica é baseada no principio de coloragdo de esfregaco

' A lamina foi submetida a acao de um fixador e duas solugdes corantes (solugdes de triariimetano
0,1%, xantenos 0,1% e tiazinas 0,1%) por meio de imersdes de cinco segundos cada. Leitura apos
secagem ao final da ultima leitura (Romanowsky, 1965; In: Gurr E. The rational use of dyes in biology.
1965; p.115).

sanguineo, que utiliza corante de May-Grunwald, estabelecida por Romanowsky'

(1965).



A analise e contagem diferencial foram realizadas por um profissional
bioquimico farmacéutico, especialista em hematologia, com auxilio de microscépio
optico (Nikon, modelo Eclipse E200, Japao). Foram contabilizados o numero de

neutroéfilos, eosinodfilos, basoéfilos e mondcitos.

4. 4.2 Teste de edema de pata

O edema de pata foi induzido pela injecao de 0,05 mL de carragenina 1 % em
solucdo salina estéril e administrada na regido subplantar da pata posterior direita do
camundongo (WINTER et al., 1962) (Figura 10). Para este teste foram utilizados 30
camundongos Swiss, divididos em seis grupos (n=5), conforme mostrado no Quadro
2.

Todas as substancias foram inoculadas em tecido subcutdaneo com seringa
para insulina BD Ultra Fina® Il (BD Becton Dickinson, Nova Jersey, Estados Unidos
da América), de volume de 100 pyL. Em seguida, foram realizadas as primeiras
mensuragdes das patas em pletismébmetro de pata para ratos e camundongos
(Insight®) (Figura 11). Aguardou-se 15 minutos apds a inoculagéo das substancias
para a injegao de carragenina 1% na regido subplantar. As mensuragées do edema
das patas dos animais foram realizadas nos tempos de 0, 30, 60, 120 e 240 minutos.
O edema foi mensurado pelo volume correspondente ao deslocamento de agua
registrado no pletismbmetro antes e apdés a inoculagdo das substancias

experimentais e da carragenina 1 %.

Figura 10 — Administragdo da substancia carragenina a 1% em regiao
subplantar da pata direita.



(Fonte: propria)

Quadro 2 — Grupos experimentais e substancias testadas no teste de edema

de pata.
GRUPOS SUBSTANCIAS CONCENTRAGOES  QUANTIDADES
A Solugéao salina (controle negativo) 0,9 % 200 pL
B Dexametasona (controle positivo) 0,4 mg/Kg 200 pL
c tt-farnesol (Sigma-Aldrich®) 1,33 mM 100 pL
D Apigenina (Sigma-Aldrich®) 1,33 mM 100 pL
E Apigenina + tt-farnesol (1:1) 1,33 mM 100 pL
F Veiculo - 200 L

Figura 11 — Pletismdmetro de
pata para ratos e
camundongos



(Insight®).

4.4 3 Teste de citotoxicidade

O teste foi baseado no documento n® 41 da American National Standards
Institute / American Dental Association (ANSI/ADA). A International

Organization for Standardization — 1SO (1992) regulamentou a realizagdo de testes
biolégicos de materiais por meio do documento ISO 10993, com caracterizagdo de
testes iniciais que incluem testes de citotoxicidade em cultura de células.

A linhagem de células foi constituida por macrofagos de camundongos.
Foram cultivadas em garrafas pequenas de cultura celular (25 cmz), utilizando como
meio de cultura Dulbecco Minimum Essencial Medium (DMEM) (Sigma-Aldrich®)
suplementado com 10 % de soro bovino fetal (Sigma-Aldrich®). As células foram
mantidas a 37 °C em atmosfera constituida de 95 % de ar e 5 % de COs.

Ao atingir 90% de confluéncia (Figura 12), as células foram retiradas

utilizando-se tripsina 0,25 % com 5 mL de EDTA para a sequéncia do experimento.



Figura 12 - Células em cultura. Monitoramento do crescimento celular. (A) e
(B) células em fase de crescimento; (C) células em estado de
confluéncia.

(Fonte: ZHANG; CHAN, 2010).

As células foram lavadas duas vezes com solugdo salina fosfatada (0,2
mL/cm?), adicionado 500 pL de tripsina a 37 °C por 15 segundos, adicionado 4 mL
de meio de cultura com 5 % de soro fetal bovino, retiradas da garrafa, centrifugadas
e separado o sobrenadante.

Para determinar o numero de células existentes nos frascos originais, as
células tripsinizadas foram transferidas para o tubo de ensaio e centrifugadas a 3000
giros durante cinco minutos. O sobrenadante foi aspirado e o precipitado de células
foi ressuspendido em 1 mL de DMEM. Parte dessa suspenséao (10 L) foi transferida
para o hemocitobmetro (Camara do tipo Neubauer) e com auxilio de microscopio,
realizou a contagem de células.

Devido ao uso da camara de Neubauer, o volume das células contido em 1
mL deve ser multiplicado por 10%, pois cada compartimento existente equivale a 1
mm x 1 mm x 0,1 mm?3, o que corresponde a 0,1 mm?® (FRESHNEY, 2011).

As células foram colhidas, diluidas de modo que fossem obtidas 10° células
em cada 200 pL/pogo das placas de cultivo. A partir desse ponto, foram
selecionadas trés placas de cultivo celular com 96 pogos, uma para cada tempo

experimental (24, 48 e 72 horas), quando foram aplicados 100 uL de meio de cultura



contendo 10° células/poco. Em seguida, foram mantidas a 37 °C em 5 % de CO, por
24 horas, para aderéncia celular.

Passadas as horas para aderéncia, os meios de cultura foram retirados
cuidadosamente, por aspiragao, a fim de se evitar o deslocamento da monocamada
celular. Seguiu-se a aplicagdo das substancias apigenina e tt-farnesol (1,33 mM)
isoladas e em associacdo, bem como o veiculo, respeitando o volume maximo de
200 pL em cada um dos micropogos. Para o controle, foi adicionado somente meio
de cultura DMEM sem soro. O esquema da distribuicdo nos micropogos é mostrado
no Anexo 2.

No final dos tempos experimentais, todos os meios foram aspirados
novamente e aplicados 100 yL de DMEM fresco. Para avaliar a citotoxicidade da
apigenina e do tt-farnesol na linhagem utilizada, foi empregado o método da analise
colorimétrica com o corante Thiazolyl blue (MTT). O corante apresenta coloragao
amarela em sua forma oxidada, adquirindo coloragcdo azul na forma reduzida,
conversdo que acontece por agdo das desidrogenases mitocondriais, ou seja,
ocorrera apenas em células viaveis.

A viabilidade celular nas culturas tratadas com as duas substancias foi
medida por espectrofotometria da coloracdo obtida ao final da reagdo (Mossman,
1983).

Concluida essa etapa, o conteudo dos pogos foi misturado cuidadosamente e
levados para leitura de absorbancia no comprimento de onda de 630 nm. O

delineamento do estudo € mostrado no Figura 13.

4.5 Analise estatistica



Os dados foram analisados pelo teste ANOVA de duas vias de medidas
repetitivas, seguido pelo pos-teste de multiplas comparag¢des de Tukey para o teste
de migracado de neutrofilos, teste ANOVA de uma via para avaliagdo do edema de
patas e teste ANOVA de duas vias de medidas repetitivas, seguido pelo pos-teste de
multiplas comparagdes de Tukey para a analise da citotoxicidade. Para todas as

analises, foi estabelecido o nivel de significancia de 5 %.



Figura 13 — Delineamento do estudo
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5RESULTADOS

Os resultados referentes a avaliacdo do edema de pata sdo apresentados
na Tabela 1. Verificou-se atividade anti-inflamatéria apdés administracdo da
associacgao tt-farnesol + apigenina (p=0,021), do tempo (p<0,001) em que a analise

foi realizada e interagéo entre grupo e tempo (p=0,002).

Tabela 1 — Volumes em mL referentes ao deslocamento de agua verificado para o
edema de pata em camundongos Swiss apés inoculagao das solugdes

(n=30)
Tempo (minutos)
Grupos
0 30 60 120 240
Veiculo 0,15+0,05%° 0,24+0,05 0,22+0,04"°¢ 0,21+0,05"¢ 0,31+0,06"B2
Salina 0,13+0,05”° 0,22+0,05% 0,22+0,02*% 0,22+0,06"% 0,30+0,05"B3°

Dexametasona 0,15+0,03* 0,21+0,03* 0,20+0,04* 0,23+0,06™ 0,21+0,04%2

tt-farnesol 0,13:0,03% 0,2410,04* 0,23:0,04*° 0,21+0,06" 0,31+0,05*%

(100 pL)

G%I(?fnrll.l)na 0,14£0,03%° 0,23+0,02*°° 0,28+0,07*%" 0,29+0,02** 0,35+0,06*

it:a.’“es.‘" 0,14£0,03%° 0,18+0,03%% 0,20£0,03"° 0,2840,05* 0,230,065
pigenina

Os dados estdao apresentados em médiatdesvio padrdo da média. Letras
maiusculas diferentes nas colunas indicam diferenga significativa entre os grupos
experimentais (pos-teste de Tukey, p<0,05). Letras minusculas diferentes nas linhas
indicam diferenca significativa entre os tempos (pos-teste de Tukey, p<0,05).

Com exceg¢do do grupo dexametasona, em que nao foram observadas
diferengas entre os volumes nos diferentes momentos (teste ANOVA de uma via de

medidas repetitivas, p=0,072), todos os demais grupos apresentaram variagao

significativa no edema com o decorrer do tempo (teste ANOVA de uma via de



medidas repetitivas, p<0,001). Notar que apenas os animais que receberam
dexametasona e a associagdo apigenina + tt-farnesol mostraram patas menos
edemaciadas (40% e 35% respectivamente) no final do tempo experimental, em

relacdo a apigenina. Estes resultados estao ilustrados no Grafico 1.

Grafico 1 — Volumes, em mL, referentes ao edema de pata dos animais
submetidos a inoculacao das diferentes substancias.” Diferenca
significativa em relagdo aos demais grupos.
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A Tabela 2 mostra a analise relacionada a contagem total de neutréfilos. O
teste ANOVA de uma via revelou diferencas significativas (p<0,001) entre os grupos
experimentais. Notar que os animais que receberam carragenina, substéncia
indutora de inflamacéo, apresentaram a contagem de neutroéfilos, significativamente
maior que nos demais grupos (pés-teste de Tukey, p<0,05). Novamente, o destaque

foi para os animais que receberam a associagao apigenina + tt-farnesol, os quais



apresentaram contagem de neutréfilos significantemente menores que os animais

dos demais grupos. Estes resultados estao ilustrados no Grafico 2.

Tabela 2 — Contagem de neutréfilos em camundongos Swiss apods inoculagéo
das substancias controles e experimentais

G Contagem total de neutréfilos
rupos

x 10°
Veiculo 0,22+0,19¢
Salina 0,36+0,29"°
Carragenina 1,75+0,112
Tioglicolato 0,65+0,23°
Dexametasona 0,48+0,13°
Apigenina (50 pL) 0,67+0,22°
Apigenina (100 pL) 0,650,19°
Apigenina (150 pL) 0,50+0,44"°
tt-farnesol (50 pL) 0,39+0,22°¢
tt-farnesol (100 pL) 0,15+0,07"°
tt-farnesol (150 pL) 0,28+0,13%°
tt-farnesol+Apigenina 0,14+0,03¢

Os dados estao apresentados em médiatdesvio padrao da média. Letras
diferentes indicam diferenca significativa entre os grupos experimentais (pos-
teste de Tukey, p<0,05).



Grafico 2 - Contagem de neutréfilos nos grupos avaliados. Cada barra
representa a média e a barra de erro, o desvio padrao da média. Letras
diferentes indicam diferenga significativa entre os grupos experimentais
(pbs-teste de Tukey, p<0,05).
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Na Tabela 3 sao apresentados os resultados sobre a avaliacdo da

quantidade de células integras (macrofagos) e tumorais (células de tumor ascitico de

Ehrlich - TAE), nos diferentes meios de cultura, em cada um dos momentos

analisados (24, 48 e 72 horas).

Em relacao as células integras, o teste ANOVA de duas vias revelou que

houve efeito do momento de analise (p=0,001), do meio de cultura (p<0,001), e

interagdo significativa entre ambas (p<0,001). Como houve interacdo entre os

fatores (momento de anélise e meio de cultura), todas as multiplas comparagdes

foram realizadas pelo pds-teste de Tukey.



Tabela 3 — Niveis de absorbancia referentes a viabilidade de células integras e
tumorais avaliadas em diferentes momentos e meios de cultura

. , Tempos de cultura (horas)
Tipos de células

24

48

72

Células integras (macrofagos)

Meio 0,081+0,009"*  0,035+0,004%* 0,039+0,008"¢
Far 5 uL 0,042+0,016"%  0,050+0,005"%° 0,046+0,002"°
Far 15 pL 0,024+0,013%¢  0,068+0,002*®  0,059+0,010"°
Far 30 uL 0,020+0,004%%  0,068+0,012*®  0,062+0,018"a°
Api 5 UL 0,13320,010*®  0,029+0,003°*°  0,073+0,00652
Api 15 pL 0,069+0,014"°  0,052+0,012*%  0,054+0,008"°
Api 30 L 0,046+0,007"°  0,026+0,003%°  0,048+0,005"°
Far 15+Api 15 0,022+0,005®  0,048+0,004%%  0,087+0,028"
Vei 15 pL 0,030+0,004%%  0,066+0,002*®  0,068+0,002"%

Células de tumor ascitico de Ehrlich (TAE)

Meio 1,065+0,046"*  0,893+0,14252  0,900+0,025°
Far 5 uL 1,025+0,068"%°  0,771+0,075°® 0,755+0,079°%%°
Far 15 uL 0,908+0,179%%®  0,850+0,037%%"  0,843+0,0465°
Far 30 pL 0,927+0,124"%®  0,749+0,095°%° 0,712+0,066°%°
Api 5 pL 0,920+0,023*  0,739+0,099%°  0,662+0,051%°
Api 15 pL 0,994+0,014”%®  0,684+0,085%% 0,784+0,0775%°
Api 30 pL 0,878+0,2597%°  0,837+0,028%% 0,818+0,100°%°
Far 15+Api 15 0,977+0,085"%®  0,805+0,150%%"  0,740+0,05352°
Vei 15 uL 0,804+0,051"°  0,910+0,036%°  0,610+0,030%"

Os dados estao apresentados na forma de médiatdesvio padrao da média, em
relacdo a absorbancia no TP reader (modo ELISA), corrigidos em relagdo ao
valor do meio de cultura controle. Nas linhas, letras maiusculas diferentes entre
si indicam diferenca significativa entre os tempos de cultura (pos-teste de
Tukey). Nas colunas, letras minusculas diferentes entre si indicam diferenca
significativa (pés-teste de Tukey) entre as substancias. Para as células TAE, foi
realizada a comparacdo entre os tempos de cultura com as substancias
agrupadas e a comparagao entre as substancias, com os tempos de cultura
agrupados, uma vez que nao houve interagdo entre os fatores tempo e
substancia, no teste ANOVA de duas vias de medidas repetitivas (p=0,061).

Para as células colocadas em cultura com apigenina, a resposta em

relacao a viabilidade das células nao foi tdo evidente e constante. Nas doses de 5 L



e 30 pL, a menor viabilidade foi observada apos 48 horas, e na dose de 15 uL nao
houve diferenga entre os momentos de analise, em relagao a viabilidade das células,
mostrando, para essa dose, uma possivel prevencao da perda da viabilidade celular.
O melhor resultado foi observado na combinagao entre tt-farnesol 15 pL e apigenina
15 pL, com um aumento gradativo da viabilidade das células no decorrer do tempo.
Nas comparagdes entre os meios de cultura em cada um dos momentos, se
destacam a maior viabilidade das células nas culturas apigenina 5 pL, no momento
24 horas e na combinagao entre tt-farnesol 15 pL e apigenina 15 pL, no momento de
72 horas. Todavia, nesse momento, ndo houve diferenga entre a combinagao de
meios e o tt-farnesol 30 uL, apigenina 5 uL e veiculo 15 pL.

De forma geral, para as células tumorais, a viabilidade das mesmas
diminuiu no decorrer do tempo, independente do meio de cultura utilizado, sendo
observada uma diminuigéo significativa da viabilidade das células entre 0 momento
24 horas e os momentos 48 e 72 horas. Na comparag¢ao entre os meios, agrupando
os dados em relagdo aos diferentes momentos avaliados, a unica diferenca
observada foi que a viabilidade das células do meio apenas, foi maior do que aquela
observada para os meios apigenina 5 uL e veiculo 15 yL. Os resultados mostrados

na Tabela 3 estdo ilustrados nos Graficos 3 e 4.



Grafico 3 - Absorbancia no TP reader (modo ELISA) corrigidos em relagdo ao
valor do meio de cultura controle em células integras (macréfagos).
Cada coluna representa a média e a barra o desvio padrao da

media.
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6 DISCUSSAO

Os resultados do nosso estudo mostraram que a apigenina e o tt-farnesol
apresentam acgao anti-inflamatéria e células em contato com essas substancias
mantém-se viaveis. Isso indica que estudos clinicos com esses polifendis podem ser
desenvolvidos, abrindo possibilidades para seu uso terapéutico.

A primeira etapa a fim de obter conclusbes validas foi a escolha da
metodologia. Estudos in vitro com cultura de células e teste secundarios com
animais sdo modelos experimentais recomendados, de acordo com a International
Organization for Standardization (ISO, 1992). Ainda, a execucdo de testes
laboratoriais possibilita avaliar a atuagdo ou efeito de determinada substancia
isoladamente ou em associagcéo (FRESHNEY, 2011).

Para verificar a acao anti-inflamatoria das substancias experimentais —
apigenina e tt-farnesol — langamos mao de dois modelos. A contagem de neutréfilos
polimorfonucleares, visto serem as primeiras células que adentram o local agredido,
e 0 edema de pata, que traduz um dos sinais cardeais da inflamacéo, referente a
tumefacdo localizada consequente ao aumento da permeabilidade vascular que
acarreta o extravasamento de exsudato para o intersticio (SIQUEIRA JUNIOR,
2000).

A cultura celular é considerada uma metodologia segura para a compreensao
da atividade das células frente a produtos testados, desde que haja uma
padronizacado dos critérios metodoldgicos e na avaliagao dos resultados. Como ja
citado, o ensaio in vitro € o primeiro passo na sequéncia de testes a serem
realizados a fim de comprovar a biocompatibilidade de uma substancia ou produto e

sua futura experimentacéo clinica (HANKS, 1996; BURDOCK, 1998).



Na verificagcdo da acao anti-inflamatéria sao utilizados diversos métodos in
vitro e in vivo (COUTINHO et al., 2009). Em ensaios in vivo, sao utilizados agentes
indutores de inflamagéo, tioglicolato e carragenina conforme metodologia
preconizada por Winter et al. (1962); em animais de laboratério sao utilizados
visando avaliar se os flavonoides sdo capazes de inibir/reduzir a migragdo das
células de defesa e a formacgao de edema (JEONG et al., 2009).

A necessidade de investigarmos essas duas substancias baseou-se no fato
de que, embora haja relatos de flavonoides que apresentam ag¢des antibacteriana
(GEBARA et al., 1996; STEINBERG et al., 1996; KOO et al., 1999; ISLA et al., 2005;
KOO;JEON, 2009; LIBERIO et al., 2009), antioxidante (BANKOVA et al., 1995;
NAGAI et al., 2001), antiviral (ITO et al., 2001) e anti-inflamatéria do extrato da
prépolis (YOON; BAEK, 2005; JEONG et al., 2009), nao encontramos na literatura
estudos que avaliassem a apigenina e o tt-farnesol em relagdo as variaveis aqui
propostas, respeitando-se os critérios para experimentacdo in vivo ou clinica de
novos farmacos ou substancias.

Para a padronizagédo dos grupos experimentais, em todos os testes foi
utilizada a concentragao de 1,33 mM para as duas substancias, tendo em vista ser a
menor concentracdo utilizada em experimento com animais, no qual mostrou agao
antimicrobiana contra S. mutans (KOO et al., 2003a) e atuacao sobre GTF (KOO et
al., 2003b). Esse quesito foi estabelecido a fim de se evitar um viés caso uma
concentracdo maior tivesse sido utilizada, tendo-se em vista a literatura relatar
atividade bioldgica das substancias na concentragao referenciada neste estudo.

Como citado anteriormente, o teste de edema de pata traduz a tumefacgao
localizada do tecido inflamado. Quanto maior o volume correspondente ao

deslocamento de agua no pletismémetro, maior a inflamagéo ainda presente, menor



a capacidade anti-inflamatéria da substancia. Os resultados mostrados na Tabela 1
revelam que até duas horas apds a inducdo da inflamacdo, nenhuma das
substancias (controle, veiculo e substancias experimentais) foi capaz de inibir a
inflamacgao. Observou-se que o edema foi similar (p>0,05, pds-teste de Tukey) em
todos os grupos. Somente no tempo de 240 minutos € que a associagao apigenina +
tt-farnesol mostrou-se tdo eficaz em reduzir o edema quanto a dexametasona,
ambas superiores as demais (p<0,05), sugerindo eficiéncia do tratamento em
comparagao aos outros grupos. Entretanto, o resultado tardio sugere ser justificado
em fungao da baixa concentragao utilizada.

A dexametasona é um glicocorticoide que age principalmente na inibicdo da
transcricdo do gene da enzima ciclo-oxigenase-2 e indugdo da proteina lipocortina,
inibidora da enzima fosfolipase A,. Também reduz a producado do fator de necrose
tumoral a (TNF- a) e interleucina-1 (IL-1), citocinas pro-inflamatérias (KIM et al.,
2004). Outro grupo de farmacos sao os anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES)
que agem inibindo a COX, impedindo a formag¢ao de prostaglandinas e troboxanos,
mediadores do processo inflamatério. Nosso estudo ndo se deteve em verificar o
mecanismo de agao das substancias experimentais e associagcdo em relagcéo a agao
anti-inflamatéria, mas o desempenho similar a dexametasona (Tabela 1) pode
indicar que o mecanismo de acdo se assemelhe a essa droga. Ha relatos que
flavonoides em geral inibem a proliferacdo de linfécitos T e citocinas pro-
inflamatorias (ex.: TNF- a e IL-1), assim como modulam a atividade das enzimas da
via do acido araquidénico, tais como a fosfolipase A,. Mecanismos como modulagao
de neutrdfilos, inibicdo da produgao de citocinas inflamatérias, inibicao da enzima
formadora de NO, modulagdo das enzimas COX e lipo-oxigenase sao atribuidos a

varios flavonoides, inclusive a apigenina, mas nao ao tt-farnesol, o que né&o significa



que este ndo possa apresentar alguns desses mecanismos. De forma geral, em
relagdo a variavel edema de pata, o grupo experimental representado pela
associagao apigenina + tt-farnesol apresentou a melhor acédo anti-inflamatéria,
comparada a dexametasona, farmaco de uso consagrado.

As aplicagbes de componentes da propolis se destacaram no uso contra
processos inflamatérios e, contraditoriamente, contra ulceras gastricas (MIEAN;
MOHAMED, 2001; SFORCIN; BANKOVA, 2011), sendo que os medicamentos mais
utilizados (AINEs) pecam justamente pelos danos que causam a mucosa
gastrintestinal. A presenga dessas substancias desempenha um papel fundamental
nos efeitos terapéuticos observados em nosso trabalho.

Esse resultado da associacdo foi confirmado no teste de contagem de
neutrofilos, ou seja, o grupo apigenina + tt-farnesol apresentou a menor contagem
de neutrdfilos (0,14 +0,03 x 10° células), com diferenca estatistica (p<0,05, pds-teste
de Tukey) de todos os demais grupos, especialmente do grupo carragenina
(1,75£0,11 x 10° células). As referéncias foram os grupos do tioglicolato e da
carragenina, substancias indutoras da inflamagao; nesses grupos, a contagem de
neutrofilos ndo apresentou diferenga estatisticamente significante (p>0,05) em
relacdo aos grupos apigenina 50 uyL e apigenina 100 yL, ou seja, ndo houve
resultados satisfatorios nesses grupos experimentais.

A analise da Tabela 2 nos mostra que nas quantidades de 50 yL e 100 pL, a
apigenina apresentou mesmo desempenho na contagem de neutréfilos que a
substancia indutora de inflamagdo, o tioglicolato (p>0,05), ou seja, nessas
quantidades, a apigenina nao foi capaz de exercer agao terapéutica. Resultado
dessemelhante foi observado em relacdo ao tt-farnesol nas trés quantidades

testadas; este flavonoide mostrou mesmo desempenho que a dexametasona



(p>0,05) e apigenina 150 uL. Logo, podemos inferir que a agao anti-inflamatéria da
apigenina, diferentemente do tt-farnesol, esta ligada a dose utilizada. Vale lembrar
que a apigenina foi reconhecida como moduladoral/inibidora na formagdo de
mediadores e enzimas envolvidas na inflamagdo em ensaios in vitro realizados em
cultura de células (BANKOVA et al., 1995; COUTINHO et al., 2009). Portanto, o
melhor desempenho apresentado pela associagéo, justifica-se pela interacdo e
efeito sinérgico. Esses resultados sdo corroborados por Santangelo et al., (2007)
gue mencionaram a interagao entre polifendis.

Interessante observar a agao do tt-farnesol, mesmo quando avaliadas outras
propriedades. Ainda que em concentracado inferior a 1,33 mM, este flavonoide
mostrou efeito inibidor potente sobre a sintese de glucanos e na produgao de acido
pelas células de S. mutans (KOO;JEON, 2009), corroborando com dados de outros
estudos (KOO et al., 2002; KOO et al., 2005). Essa concentragao foi adotada como
padrdo em nosso estudo devido ser a menor concentragao na qual foi observada
atividade biolégica positiva. Sua capacidade anti-inflamatéria, até entdo néo
avaliada, indicou que o tt-farnesol € um promissor agente terapéutico de origem
natural e que, no futuro, podera ser avaliado clinicamente em relagcao a diferentes
fendmenos fisiopatologicos.

A fim de consolidar essa analise, lancamos mao do teste de viabilidade
celular. O método de exclusao pelo Azul de Trypan para a contagem de células se
fez necessario antes da cultura das células pelo fato de analisar a integridade da
membrana plasmatica. Sua alteracao é atribuida a morte celular, tanto por apoptose,
quanto por necrose. A redugao da viabilidade celular analisada pela metabolizacao

do MTT é um indicativo de redugao da proliferacdo celular, inducdo de morte celular



ou ocorréncia de ambos os processos simultaneamente. Ressalta-se a vantagem de
ser um método reprodutivel e objetivo ao que se propde (MOSSMAN, 1983).

De forma geral, para as células integras, a viabilidade das células colocadas
em cultura apenas no meio padrao diminuiu no decorrer do tempo. Foi observada
uma diminuicao significativa da viabilidade das células entre 0 momento 24 horas e
os momentos 48 e 72 horas. Esta perda na viabilidade foi prevenida na cultura com
tt-farnesol. O tempo experimental de 24 horas apresentou redugao nos niveis de
absorbancia estatisticamente significante, fato preocupante quando se trata de
citotoxicidade e viabilidade celular, 0 mesmo no trabalho de Kujumgiev et al., (1999),
onde observaram que 50% das células sofreram alteragdo morfolégica e foram
incubadas nos mesmos periodos experimentais (24, 48 e 72 horas).

No entanto, podemos responsabilizar essa redugdo acentuada ao prejuizo
metabodlico medido pela atividade mitocondrial, pois nos tempos experimentais de 48
e 72 horas, essa reducdo nao foi observada. Portanto, as substancias testadas
alteram o metabolismo celular, mas n&o as inviabilizam, pois o teste do MTT &€ um
experimento que avalia a atividade metabdlica da célula e foi demonstrado que a
interfere em diversas propriedades mitocondriais (YOKOMIZO, 2001).

Deve-se reiterar que a linhagem celular utilizada foi a mesma, com
padronizagdo na manipulagdo e iguais tempos de incubagao e cultivo. A resposta
para essa diferenca pode suscitar a ideia de que as substancias devam ser
utilizadas ou prescritas em intervalo de dois dias, o que concederia tempo habil para
a recuperacao da atividade celular. Uma das hipoteses que pode ser sugerida é que
o efeito sobre a mitocdndria seria decorrente da interacdo de componentes da
membrana com espécies reativas de oxigénio formadas através de reacdes nao-

enzimaticas. Analisado o grupo controle, constatamos também que o grupo em que



utilizamos o solvente DMSO nao demonstrou efeito significativo, com valores
semelhantes as substancias estudadas, assegurando seu uso sem interferir ou
comprometer o experimento, conforme o estudo de Marcucci et al. (2001).

O teste ANOVA de duas vias de medidas repetitivas, em relagao as células
tumorais, indicou que houve efeito do momento de analise (p<0,001), porém, nao
houve interagéo significativa (momento de analise — p = 0,061). Neste caso, os
momentos de analise foram comparados entre si, pelo pds-teste de multiplas
comparagoes de Tukey, com os meios agrupados (Tabela 3 — letras maiusculas).

O controle e a manutengao dessa proliferagao celular traduzem a inocuidade
ou efeito deletério das substancias utilizadas sobre células integras. Ao mesmo
tempo, a reducdo das células tumorais € considerada uma estratégia para prevenir
ou retardar o crescimento tumoral, o que nédo pode ser observado neste ensaio.
Estudos indicam que o extrato etandlico da propolis pode matar as células
cancerigenas diretamente pela inducdo de apoptose celular ou necrose
(MARCUCCI, 1995; MARCUCCI, 1996). Nossos resultados ndo demonstraram esse
fato, apesar da redugao dos niveis de absorbancia nas células tumorais (Tabela 3).
A diminui¢cao desses niveis indicou queda na concentragao de células, porém, pouco
significativa, o que confere as substancias um efeito citostatico nas células tumorais.

Do mesmo modo, o efeito protetor do farnesol descrito por Joo e Jetten (2010)
refere-se a inibigcdo no inicio do cancer pulmonar. Essa inibicdo do crescimento e
inducado de apoptose celular pode ser parte do mecanismo pelo qual o farnesol
exerce efeitos antitumorais na progressao dessa patologia, embora os autores
tenham utilizado uma concentragcdo menor em relagdo ao nosso estudo (30 mM).
N&o podemos confirmar essa afirmativa com o presente trabalho; os resultados nao

foram estatisticamente significantes para que fizéssemos essa inferéncia do produto,



pois os dois tipos celulares utilizados continuaram viaveis nos periodos
experimentais

Nosso estudo corrobora com uma importante afirmagédo de Newman et al.,
(2003), Koehn e Carter (2005), Newman e Cragg (2007) e, recentemente, com
Sforcin e Bankova (2011): investigacbes sobre os componentes da propolis € um
campo emergente sobre a aplicabilidade de produtos naturais. Os problemas quanto
a complexidade da composicdo da prépolis e suas implicagdes nas agdes
terapéuticas, aos poucos, estdo sendo solucionados. Cada estudo, a exemplo deste,
que mostra a possibilidade do uso isolado de constituintes, representa um avango
significativo na questao da biocompatibilidade e do uso clinico.

Demonstrar que apigenina e o tt-farnesol, especialmente quando associados,
apresentam capacidade anti-inflamatéria e ndo agridem o tecido, representa o aval
para os estudos clinicos com estas substancias. Estabelecemos importante requisito
para a instalacdo de novos farmacos, algumas vezes n&o observado em outras
investigacoes.

Reproduzir os testes primarios e secundarios utilizados neste trabalho nos
fornecera respaldo para a utilizagado de concentragdes da apigenina e do tt-farnesol,
e tempos experimentais maiores, podendo indicar uma posologia para seu uso
terapéutico, pois verificamos uma ag¢ao biolégica com os componentes isolados e

um efeito sinérgico entre os mesmos.



7 CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste estudo permitem concluir que:

- A apigenina e o tt-farnesol sao substancias que, devido a capacidade anti-
inflamatdria in vivo e auséncia de citotoxicidade, estdo indicadas para estudos
clinicos;

- Por meio do modelo de migragéo de neutrdfilos e pelo teste de edema de
pata, podemos afirmar que a apigenina e o tt-farnesol apresentam acgao anti-
inflamatoria;

- A apigenina e o tt-farnesol mantiveram viaveis as células integras e

tumorais.
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GLOSSARIO'

Alquilagao: é a transferéncia de um grupo alquila de uma molécula para outra. O
grupo alquila pode ser transferido como um carbocation alquidico, um radical livre,
um carbanion ou um carbeno (ou seus equivalentes). Em medicina, a alquilagao de

DNA é utilizada em quimioterapia para danificar o DNA das células cancerosas.

Flavonoides: € a designagdo dada a um grande grupo de metabdlitos secundarios
da classe dos polifendis, componentes de baixo peso molecular encontrados em
diversas espécies vegetais. Os diferentes tipos de flavonoides sao encontrados em
frutas, flores e vegetais em geral, assim como em alimentos processados como cha

e vinho.

Fosforilagao: em bioquimica, € a adigdo de um grupo fosfato (PO4) a uma proteina
ou outra molécula. A fosforilacdo € um dos principais participantes nos mecanismos

de regulacao das proteinas.

Glicolisagao: € uma reagdo quimica onde um carboidrato é adicionado a outra
molécula, chamada de receptora. Na biologia glicosilacdo se refere ao processo

enzimatico que une glicanos a lipidios, proteinas ou outras moléculas organicas.

Oligomerizagao: processo quimico que somente converte mondédmeros a um finito

grau de polimerizagao.

! www.infopedia.pt/termos-medicos/bioquimica
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Polifendis: sdo substancias caracterizadas por possuirem uma ou mais hidroxilas
ligadas a um anel aromatico. Entdo, sdo fenois, porém podem apresentar um ou
mais grupos hidroxila e mais de um anel aromatico. Geralmente os polifendis sdo
substancias naturais encontradas em plantas, tais como flavonoides, taninos,
lignanas, derivados do acido cafeico, dentre outras. Muitas destas substancias sao
classificadas como antioxidantes naturais e possuem propriedades terapéuticas,

estando presentes em alimentos e plantas medicinais.
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APENDICE - Sequéncia de plaqueamento

Al 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua
autoclavada | autoclavada | autoclavada | autoclavada | autoclavada | autoclavada | autoclavada | autoclavada | autoclavada | autoclavada | autoclavada | autoclavada

B 184 yLdemeio | 184 yLdemeio | 184 uyLdemeio | 154 yLdemeio | 154 uLde meio | 154 uL de meio | 166 pL de meio | 166 pL de meio | 166 pL de meio | 200 pL de meio Agua
Agua de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura autoclavada
lavad 16 pL de 16 pL de 16 pL de 16 uLde 16 L de 16 uL de 4 pL de células | 4 pLdecélulas | 4 pL de células Sem células
autoclavada | acretagos macréfagos macréfagos macréfagos macréfagos macréfagos TAE TAE TAE
30 yL de 30 yuL de 30 yL de 30 pL de tt- 30 L de tt- 30 pL de tt-
apigenina apigenina apigenina farnesol farnesol farnesol
C pL de meio | 179 yL de meio | 179 uLdemeio | 154 yLdemeio | 154 yL de meio | 154 L de meio | 191 pLdemeio | 191 uyLde meio | 191 uL de meio | 200 pL de meio Agua
Agua de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura autoclavada
lavad 16 pL de 16 pL de 16 pL de 16 uL de 16 L de 16 L de 4 pL de células | 4 pLdecélulas | 4 pL de células Sem células
autoclavada | acreragos macréfagos macréfagos macréfagos macréfagos macréfagos TAE TAE TAE
5 pLde tt- 5L de tt- 5 pL de tt- 15 pL de tt- 15 pL de tt- 15 pL de tt- 5puLde 5puLde 5puLde
farnesol farnesol farnesol farnesol + 15 L | famnesol + 15 uL | farnesol + 15 pL apigenina apigenina apigenina
de apigenina de apigenina de apigenina
D 169 L de meio | 169 yL de meio | 169 pL de meio | 169 pLde meio | 169 pLde meio | 169 uL de meio | 181 puLde meio | 181 pL de meio | 181 pL de meio | 200 pL de meio Aqua
Agua de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura autotsqlavada
16 pL de 16 pL de 16 pL de 16 uL de 16 L de 16 L de 4 pL de células | 4 pLdecélulas | 4 pL de células Sem células
autoclavada macroéfagos macréfagos macréfagos macrofagos macréfagos macréfagos TAE TAE TAE
15 pL de tt- 15 L de tt- 15 L de tt- 15 uL de 15 uL de 15 uL de 15 uL de 15 uL de 15 uL de
farnesol famesol famesol veiculo veiculo veiculo apigenina apigenina apigenina
E 154 yLdemeio | 154 yLdemeio | 154 L demeio | 196 yLdemeio | 196 uLde meio | 196 pL de meio | 166 pL de meio | 166 pL de meio | 166 pL de meio Agua
Agua de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura autoclavada
16 pL de 16 pL de 16 pL de 4puLdecélulas | 4pLdecélulas | 4puLdecélulas | 4 yLdecélulas | 4 pLdecélulas | 4 pL de células
autoclavada macréfagos macréfagos macréfagos TAE TAE TAE TAE TAE TAE
30 uL de tt- 30 uL de tt- 30 L de tt- 30 uL de 30 uL de 30 uL de
farnesol famesol famesol apigenina apigenina apigenina
F 179 yLdemeio | 179 yLdemeio | 179 L demeio | 191 uyLdemeio | 191 uLde meio | 191 pyL de meio | 166 pL de meio | 166 pL de meio | 166 pL de meio Agua
Agua de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura autoclavada
16 pL de 16 pL de 16 pL de 4uLdecélulas | 4puLdecélulas | 4puLdecélulas | 4 yLdecélulas | 4 puLdecélulas | 4 pL de células
autoclavada | acretagos macréfagos macréfagos TAE TAE TAE TAE TAE TAE
5uLde 5uLde 5uLde 5 L de tt- 5 L de tt- 5 L de tt- 15 L de tt- 15 pL de tt- 15 pL de tt-
apigenina apigenina apigenina farnesol farnesol farnesol famesol + 15 uL | farnesol + 15 uL | farnesol + 15 pL
de apigenina de apigenina de apigenina
G 169 uLde meio | 169 uLdemeio | 169 yL de meio | 181 yLde meio | 181 pL de meio | 181 yLdemeio | 181 yLde meio | 181 yLde meio | 181 pL de meio Agua
A de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura de cultura
Aglua 16 pL de 16 pL de 16 pL de 4uLdecélulas | 4puLdecélulas | 4puLdecélulas | 4 uLdecélulas | 4 uLdecélulas | 4 pL de células autoclavada
autoclavada macroéfagos macréfagos macréfagos TAE TAE TAE TAE TAE TAE
15 uL de 15 uL de 15 uL de 15 pL de tt- 15 pL de tt- 15 pL de tt- 15 pL veiculo 15 pL veiculo 15 pL veiculo
apigenina apigenina apigenina famesol farnesol farnesol
H Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua Agua
Agua autoclavada | autoclavada | autoclavada | autoclavada | autoclavada | autoclavada | autoclavada | autoclavada | autoclavada | autoclavada | autoclavada

autoclavada
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CERTIFICADO

Certificamos gue o Protocolo n® 386 do Pesquisador Edilson
José Zafalon referente ao projeto de pesquisa, “Agdo anti-
inflamatdria e citotoxicidade da apigenina e TT-Farmesol”, esta de
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