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Flavonoids: Potential therapeutic agents for the inflammatory process

Abstract: The inflammatory process, involved in several pathologies, is the natural response of the organism to
an infection or to tissue injury. It comprises basically two defense mechanisms: an unspecific response (innate
response), responsible for common characteristics of inflammation (redness, edema, a sense of heat, pain and
loss of function) and an immunological response that involves the production of specific antibodies against an
aggressor agent. The inflammatory response is not always sufficient and the process can progress to a state of
chronic inflammation.

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are nowadays the main family of medicaments used to treat
inflammation but they frequently show gastric and cardiovascular side effects. This situation is an incentive
towards a search for new molecules for the treatment of inflammation.

Many Brazilian plants are popularly used against inflammatory processes, and are therefore potential
sources of new bioactive molecules. Among the different chemical classes of bioactive natural products,
flavonoids - a group of polyphenolic compounds — show special promise. Flavonoids are widely distributed
throughout the plant kingdom and are pharmacologically important, particularly for their action on
inflammation and the immune system.

In this paper different aspects of the inflammatory process and its treatment are described, with a special
focus on the anti-inflammatory activity of flavonoids. A brief evaluation of the structure-activity relationship is
presented.
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Resumo

O processo inflamatério, envolvido em diversas patologias, é
uma resposta do organismo frente a uma infecgdo ou a uma
injuria tecidual. Compreende basicamente dois mecanismos de
defesa: uma resposta inespecifica (resposta inata), responsavel
pelas caracteristicas da regido inflamada (vermelhidao, edema,
calor, dor e perda de fung¢do) e uma resposta imunoldgica, na
qual ha producdo de anticorpos especificos contra um
determinado agente agressor. Nem sempre a resposta Balsamo
inflamatdria inicial é suficiente e o processo pode evoluir para
um estado de inflamacgdo cronica.

e ———

Apesar da grande incidéncia de efeitos colaterais gastroduodenais e cardiovasculares, o uso de anti-
inflamatdrios ndo esteroidais (AINEs) é atualmente a principal abordagem terapéutica para as reacgées
inflamatdrias. Tal situacdo estimula a busca por novas moléculas, potencialmente Uteis no tratamento da
inflamacao.

A riqueza da flora brasileira, no que diz respeito as plantas empregadas popularmente contra processos
inflamatdrios, propicia essa busca por novas moléculas bioativas. Dentre as diversas classes de produtos
naturais bioativos, os flavonoides - grupo de substancias polifendlicas - estdao em destaque. Os flavonoides sdo
amplamente distribuidos pelo reino vegetal e notdveis por suas diversificadas acdes biolégicas, dentre elas a
capacidade de agir sobre a inflamagdo e sobre o sistema imunolédgico - o que |hes confere um enorme
potencial farmacolégico. Dessa forma, os flavonoides representam uma alternativa promissora frente aos
processos inflamatadrios.

Neste artigo serdo abordados diferentes aspectos do processo inflamatdrio e tratamentos, com especial
enfoque na atividade anti-inflamatéria de flavonoides. Uma breve avaliacdo da relagdo estrutura-atividade é
apresentada.
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. Relagdo estrutura-atividade
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. Conclusoes

1. O processo inflamatério

O processo inflamatério estd envolvido em diversas
patologias, tais como contusdes, tendinites, infec¢des
respiratdrias, asma e doengas autoimunes. Apresenta-
se como um mecanismo de defesa do organismo, cujo
objetivo é a eliminagdo da causa inicial da lesdo
celular, provocada por patdégenos ou por agdo de
agentes fisicos."

A drea inflamada, em nivel macroscdpico, exibe
caracteristicas marcantes. A regido atingida torna-se
avermelhada, edemaciada, quente e dolorosa,
havendo interferéncia ou alteracdo da sua fungdo. O
resultado final do processo inflamatério pode ser a
cura ou a inflamagdo cronica - se a resposta nao for
suficiente, o patdgeno ou a substancia nociva
persistirem e o processo evoluir.’
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. Substancias de origem vegetal com atividade anti-inflamatéria

. Relatos de flavonoides com atividade anti-inflamatoria

A resposta inflamatdria inicial é inespecifica,
independente do tipo da agressdo. Os eventos que se
seguem apos essa reacdo inicial dependem de fatores
associados ao agente agressor e ao proéprio tecido
agredido. Dessa forma, a inflama¢do pode mostrar
uma variedade de quadros clinicos. Basicamente, a
reacdo inflamatdria consiste de: uma reagdo inata e
uma resposta imune especifica.

1.1.Fisiopatologia da inflamagao
a) Reacgdo inata (inespecifica)

As reac0es inatas ocorrem localmente, no interior
dos tecidos, podendo se dividir em eventos vasculares
e em eventos celulares. Os fenébmenos vasculares
caracterizam-se por alteragdes no calibre vascular,
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gue provocam um aumento no fluxo sanguineo (calor)
e por alteracbes na permeabilidade vascular,
conduzindo ao extravasamento de exsudato para o
intersticio, com consequente formacdo de edema.’ A
vasodilatacdo e o aumento da permeabilidade
vascular com exsudagdo s3ao provocados por
mediadores, produzidos a partir do plasma e das
células. Tais mediadores, agindo isoladamente, em
conjunto, ou em sequéncia, amplificam a resposta
inflamatdria e influenciam sua evolu¢do." J& nos
eventos celulares, as células envolvidas estdo
normalmente presentes nos tecidos (como células
endoteliais e macréfagos) ou tém acesso ao local a
partir da circulagdo (por exemplo, plaquetas e
leucdcitos).?

Os leucdcitos circulantes aderem-se ao endotélio
vascular e transmigram para o tecido intersticial em
direcdo ao local da lesdo, sob sinalizagdo de agentes
quimiotaticos (por exemplo, citocinas e leucotrienos).
Em seguida, os leucdcitos fagocitam o agente agressor
e degradam o tecido necrético (Figura 1).*?

Aderéncia

Transmigragao

Quimicatratores

Figura 1. Esquema ilustrativo da migracdo de
leucdcitos através do endotélio vascular

b) Reacdo especifica

A resposta imunoldgica especifica ou adaptativa
auxilia a resposta inata, visto que é especifica contra
um determinado patdgeno invasor. Os anticorpos
produzidos pelos linfocitos durante este tipo de
resposta imunoldégica melhoram acentuadamente a
resposta do organismo hospedeiro.? Entretanto, como
os anticorpos ndao podem alcangar os patdgenos
guando estes se encontram no interior das células,
foram desenvolvidos mecanismos imunes mediados
por células. Desta forma, os linfécitos envolvidos
migram para a area inflamada através de sua
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interacdo com as moléculas de adesdo e as células
endoteliais.?

1.2.Mediadores do processo inflamatério

A exposicdo das células aos patogenos e a lesdo
tecidual resultam na producdo e na liberagcdo de
diversos mediadores quimicos, responsaveis pelas
caracteristicas da drea inflamada. Dentre os
mediadores da inflamagdo, encontram-se histamina,
metabdlitos do acido araquidbnico (prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos), fator de ativagao
plaquetaria, bradicinina, o6xido nitrico,
neuropeptideos e citocinas."* A seguir s3o detalhados
os principais mediadores envolvidos no processo
inflamatorio.

a) Metabdlitos do dcido araquidbnico

Através de estimulos mecanicos, quimicos, fisicos
ou através de outros mediadores, os fosfolipidios das
membranas celulares liberam o acido araquidonico, a
partir da ativacdo da enzima fosfolipase A,." O acido
araquidonico livre pode ser metabolizado por duas
classes principais de enzimas: pelas ciclo-oxigenases
(COX), sendo a isoforma COX-2 a envolvida na
inflamacao, iniciando a biossintese de prostaglandinas
e tromboxanos (prostanoides) e pelas lipo-oxigenases
(LOX), originando a biossintese de leucotrienos (LT).*’

Os prostanoides mais importantes na inflamacao
sao: PGE,, PGD,, PGF2,, PGl, (prostaciclina) e TXA,. A
prostaciclina possui acdo vasodilatadora, além de
potencializar os efeitos quimiotaticos e aumentar a
permeabilidade de outros mediadores. As
prostaglandinas PGE,, PGD, e PGF2, também sdo
vasodilatadoras, além de exacerbarem o edema. Além
disso, as prostaglandinas também estdo envolvidas na
patogenia da dor e da febre durante a inflamacao -
por exemplo, PGE, torna a pele hipersensivel a
estimulos dolorosos.™®

Por sua vez, LTB, é o principal leucotrieno
envolvido no processo inflamatdrio. Exerce potente
atividade quimiotatica para leucdcitos, eosinodfilos e
mondcitos, promovendo a migracdo destes tipos
celulares para o local afetado. Uma vez no sitio, os
leucotrienos ativam as células da série branca,
promovendo a desgranulacdo e a producao de
superoéxidos, que contribuem para os danos teciduais
caracteristicos da inflamagdo. Os leucotrienos C4, D, €
E; (LC;, LD, e LE;) aumentam a permeabilidade
vascular.’
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b) Oxido Nitrico (NO)

O oxido nitrico (NO), produzido principalmente
pelas células endoteliais do tecido lesionado, possui
potente acdo vasodilatadora - o que leva a um
aumento da permeabilidade vascular. Além disso,
atua como regulador do recrutamento de leucécitos e
exerce acdo citotéxica contra micro-organismos. E
sintetizado pela NO sintase (NOS), enzima presente
em trés isoformas, sendo a forma indutivel (iNOS) a
envolvida nas reacGes inflamatodrias. Esta é induzida
em macrofagos e em outras células durante o
processo.™®

c) Citocinas

Durante as reag¢bGes imunes e inflamatdrias, as
citocinas sdo liberadas de forma a regular a agdo das
células destes sistemas. Destacam-se as citocinas pro-
inflamatdrias TNF-a (Fator de Necrose Tumoral o) e
IL-1 (Interleucina-1), liberadas por macréfagos
ativados e varios outros tipos celulares. Estas citocinas
favorecem a aderéncia leucocitaria ao endotélio,
aumentam a sintese de prostaciclina e desencadeiam
uma cascata de citocinas secundarias, dentre outras
acdes. Ja as citocinas secunddrias (por exemplo, as
quimiocinas) atraem e ativam as células inflamatérias
moéveis."’

2. Farmacos de uso clinico

Os farmacos anti-inflamatdrios sdo capazes de
interferir no processo reacional de defesa do
organismo, minimizando os danos e proporcionando
maior conforto ao paciente. Atualmente, os principais
agentes anti-inflamatérios sdo representados pelos
glicocorticoides e pelos anti-inflamatdérios ndo
esteroidais (AINEs)."

2.1. Glicocorticoides

A acgdo anti-inflamatdria dos glicocorticoides deve-
se, em grande parte, a inibicdo da transcri¢cdo do gene
da enzima ciclo-oxigenase-2 e a indugdo da proteina
lipocortina, inibidora da enzima fosfolipase A,.* Além
disso, reduzem a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias, tais como TNF-a. e IL-1.2

Sdo muito utilizados na terapia das doencgas
autoimunes e na prevengdo efou tratamento da
rejeicdo de transplantes. Como exemplos de
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glicocorticoides, podem-se citar a hidrocortisona (1) e
a dexametasona (2). (Figura 2).*

Entretanto, a toxicidade associada a terapia
crénica com os glicocorticoides limita o seu uso.*
Assim, os principais farmacos utilizados no
tratamento dos sintomas da inflamacdo sdo os anti-
inflamatorios ndo esteroidais.

0]

(2) dexametasona

(1) hidrocortisona

Figura 2. Glicocorticoides hidrocortisona e
dexametasona

2.2 Anti-inflamatodrios ndo esteroidais (AINEs)

Os AINEs sdo os agentes anti-inflamatérios mais
utilizados na terapéutica. Atuam inibindo a enzima
ciclo-oxigenase (COX), impedindo a formacdo de
prostaglandinas, e de tromboxanos, mediadores do
processo inflamatério.”

Atualmente sdo conhecidas trés isoformas da
enzima ciclo-oxigenase (COX-1, COX-2 e COX-3). Duas
delas, COX-1 e COX-2, possuem aplicacdo terapéutica.
A isoforma COX-1 é expressa constitutivamente na
maioria dos tecidos, incluindo plaquetas e estbmago e
estd envolvida na sinalizagdo entre células e na
homeostasia tecidual. A isoforma COX-2 é induzida
principalmente nas células inflamatérias, quando
estas sdo ativadas durante a inflamagdo e tende a
facilitar a resposta inflamatéria. Entretanto, no
cérebro, rins e alguns outros tecidos, a COX-2 é
expressa constitutivamente.* Por sua vez, a isoforma
COX-3 é uma variante do gene da COX-1, através da
ocorréncia de um splicing alternativo. Sabe-se que
esta isoforma é mais abundante no coracdo e no
cortex cerebral, porém esforcos vem sendo realizados
a fim de se obter maiores informacdes a respeito de
sua fun¢do e modulaggo.’

Muitos AINEs inibem ambas as isoformas COX-1 e
COX-2 (inibicdo ndo seletiva). O AINE mais antigo é a
Aspirina® (acido acetilsalicilico), um derivado do acido
salicilico. Este, por sua vez, é um derivado da salicina,
obtida originalmente das cascas do tronco do
salgueiro (Salix alba, Salicaceae, Figura 3).”° Além da
Aspirina®  (3), outros anti-inflamatérios nado
esteroidais se destacam. Entre eles se encontram o
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ibuprofeno (4), o diclofenaco (5) e o piroxicam (6),
todos inibidores n3o seletivos da COX (Figura 4).*”

COOH
OH

acido salicilico

Figura 3. Salix alba e o acido acetilsalicilico
[Foto: Copyright © 2006 Hans-Cees Speelll]

Os AINEs nao seletivos podem apresentar diversos
efeitos colaterais, dentre os quais o mais importante é
a tendéncia a produzir ulceragdo gastrica e duodenal.
Este efeito colateral pode ser explicado pelo fato da
inibicdo da COX-1 constitutivamente expressa no
estdbmago resultar no bloqueio da biossintese de
importantes prostaglandinas (PGE, e PGl,) envolvidas
na citoprotecdo gastrica.””

COOH
O\H/Me CO,H
(0]
(3) aspirina (4) ibuprofeno
COOH 0.
H i \S\N,Me
N H
% N N
Cl '
OH O N__—~

(5) diclofenaco (6) piroxicam

Figura 4. Exemplos de AINEs ndo seletivos

A fim de se evitar esses efeitos adversos
gastrointestinais causados pelos inibidores da COX-1,
foram introduzidos no mercado os inibidores seletivos
para COX-2. Os primeiros AINEs seletivos para esta
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isoforma foram o celecoxibe (Celebrex®) (7) e o
rofecoxibe (Vioxx®) (8). Outros farmacos também
mostram ser mais seletivos para COX-2 do que para
COX-1, como por exemplo, nimesulida (9) e etodolaco
(10) (Figura 5).”

Apesar da diminuicdo na incidéncia de
complicacbes gastricas com o uso de inibidores
seletivos da COX-2, estes farmacos também podem
causar problemas, tais como doencas
cardiovasculares e renais. Além disso, em doses altas
também sdo  capazes de causar  dano
gastrointestinal."

Em 2004, devido ao aumento de vitimas com
problemas cardiovasculares, o rofecoxib (Vioxx®) foi
retirado do mercado. Desde entdo, as bulas dos
inibidores seletivos da COX-2 sdo obrigadas a prevenir
o paciente do risco de efeitos colaterais
cardiovasculares.” Além disso, recentemente, no
Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria
aumentou o controle sobre a venda dos AINEs
seletivos para COX-2, publicando a inclusdao de seus
farmacos na lista de substancias sob controle especial
(Lista C1 da Portaria 344/98) - Resolucdo RDC n2. 79,
de 04 de novembro de 2008. Os anti-inflamatadrios sé
podem ser vendidos com retencdo da receita médica
pelo estabelecimento farmacéutico.™

oy 0.0
.S b
-N
NN CF,4 | o)
—
(%
H,C

(7) celecoxibe (8) rofecoxibe

_SOM
NIt

H COOH
Me

H
© N Me
0

(9) nimesulida (10) etodolaco
Figura 5. Exemplos de AINEs seletivos da isoforma
COX-2

=

NO,

Assim, observa-se que grande parte dos AINEs do
mercado possuem efeitos indesejaveis significativos.
A necessidade por novos medicamentos anti-
inflamatdrios contribui para o avanc¢o da pesquisa por
novas moléculas, mais seguras, eficazes e com menos
efeitos colaterais.
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3. Substancias de origem vegetal com
atividade anti-inflamatdria

A descoberta de novos farmacos a partir de
plantas conduziu ao isolamento de muitas substancias
que ainda hoje so utilizadas clinicamente, ou ent3o
serviram como prototipos para a sintese de novos
farmacos.'®*® Estima-se que 40% dos medicamentos
disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos
a partir de fontes naturais: 25% de plantas, 13% de
micro-organismos e 3% de animais. Dos farmacos
aprovados no periodo entre 1981 e 2002, cerca de
60% eram produtos naturais ou foram desenvolvidos
a partir destes.'®"’

Um exemplo recente é o anti-inflamatdrio
fitoterapico Acheflan®, indicado no tratamento local
de processos inflamatdrios. Produto oriundo de
pesquisa 100% nacional é encontrado nas formas
farmacéuticas de aerosol e de creme, cada uma
contendo 5,0 mg do d6leo essencial de erva-baleeira
(Cordia verbenacea, Borraginaceae), padronizado em
2,3-2,9% do terpeno a-humuleno.®® Um outro
exemplo é o Daflon 500 mg®, medicamento composto
por fracdo flavonoidica purificada, sob forma
micronizada contendo 450 mg de diosmina e 50 mg
de flavonoides titulados em hesperidina. Apresenta
acdo venotdnica e vasoprotetora.™

Substancias de origem vegetal, pertencentes as
mais diversas classes quimicas, possuem atividade
anti-inflamatéria comprovada cientificamente. Dentre

5
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chalcona flavanona
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flavonol
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Figura 6. Esqueletos basicos de flavonoides

Diversas atividades biolégicas sdo atribuidas a essa
classe de polifendis, tais como atividade antitumoral,
antioxidante, antiviral e anti-inflamatdria, dentre
outras,’®?®*%%** o que Ihe confere significativa
Rev. Virtual Quim. |Vol 1| |No. 3| |241-256|
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elas, destacam-se terpenos, taninos,”
alcaloides,”*** lignanas,”>*® saponinas,? cumarinas®’
e flavonoides.®?%2%°

20-22

3.1. Flavonoides

Os flavonoides representam um dos grupos
fendlicos mais importantes e diversificados entre os
produtos de origem natural. Essa classe de
metabdlitos secundarios é amplamente distribuida no
reino vegetal.”’ S0 encontrados em frutas, vegetais,
sementes, cascas de arvores, raizes, talos, flores e em
seus produtos de preparagdo, tais como os chas e
vinhos.*! Apresentam um nucleo caracteristico C6-C3-
C6, sendo biossintetizados a partir das vias do acido
chiquimico e do &cido acético.*

A diversidade estrutural dos flavonoides pode ser
atribuida ao nivel de oxidacdo e as variagdes no
esqueleto carbonico basico, promovidas por reagdes
de alquilagdo, glicosilagio ou oligomerizagdo.”® Os
flavonoides podem ser encontrados como agliconas
ou sob a forma de glicosideos e/ou derivados
metilados e/ou acilados.?**2° As modificacdes no
anel central dessas substancias levam a diferenciagdo

em subclasses distintas, tais como: chalconas,
flavanonas, flavanondis, flavonas, flavonais,
isoflavonas, flavan-3-ols e antocianidinas.’®** As

estruturas dos esqueletos basicos de flavonoides sdo
mostradas na Figura 6.

e
I

flavona

O
: /\n/\ ~OH
0

flavanonol

lO

(0]

\ /o®

antocianidina

Lk
OH
flavan-3-ol

importancia farmacolégica. Dentre os 40 farmacos
anti-inflamatérios aprovados entre 1983 e 1994, 12
foram derivados ou baseados em polifendis de origem
natural.”
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Em relacdo a atividade anti-inflamatdria, os
flavonoides atuam modulando células envolvidas com
a inflamacdo (por exemplo, inibindo a proliferacdo de
linfécitos T), inibindo a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias (por exemplo, TNF-a e IL-1), modulando
a atividade das enzimas da via do 4cido araquiddnico,
tais como fosfolipase A,, ciclo-oxigenase e lipo-
oxigenase, além de modularem a enzima formadora
de oxido nitrico, a Oxido nitrico sintase induzida
(iNOS).7,8,28,29,32,36

4. Relatos de flavonoides com atividade
anti-inflamatoria

Ha diversos relatos de flavonoides, abundantes em
frutas, verduras, legumes e plantas medicinais, que
apresentam as acles anti-inflamatérias descritas
anteriormente ®?%3235%7

Um grande numero de grupos de pesquisa vem
contribuindo significativamente para o
desenvolvimento da quimica de produtos naturais de
plantas, através da interacdo com a farmacologia. A
descoberta de alvos terapéuticos no processo

OH O

Ry= H; Ry= OH; Ry= H; R,= H
R,=H; Ry= H; Ry= H; R,= H

(11) quercetina
(12) kaempferol
(16) miricetina

Ri=H; R,= OH; R3=0OH; R,=H
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inflamatério e estudos de modelagem molecular
relacionando a estrutura-atividade apresentam-se
como importantes ferramentas na busca e na
avaliagdo das novas moléculas.

Na triagem da acdo anti-inflamatdria sdo utilizados
diversos métodos in vitro e in vivo. Os ensaios in vitro
sdo realizados em cultura de células e objetivam
verificar se o flavonoide é capaz de reduzir ou até
mesmo inibir a formacdo de mediadores, a produgao
de enzimas e citocinas envolvidas, a proliferacdo de
linfécitos, dentre outros. J& os ensaios in vivo utilizam
agentes indutores de inflamagdo nos animais de
laboratério (por exemplo: carragenina, PMA — Acetato
de Miristato de Forbol, e TPA - 12-O-
tetradecanoilforbol-13-acetato), visando avaliar se o
flavonoide é capaz de inibir/ reduzir a formacdo do
edema, a migragdo das células de defesa, a formagao
de mediadores e enzimas, dentre outros.

Quercetina (11) e kaempferol (12) - flavondis
amplamente distribuidos pelo reino vegetal -

apresentam significativa acdo anti-inflamatéria, que
pode ser atribuida a inibicdo das enzimas fosfolipase
A, (PLA,)? lipo-oxigenase, ciclo-oxigenase e inibicdo

da producdo de 6xido nitrico, através da modulagdo
35,37

da enzima iNOS.

OH O
(13) apigenina  R;=H; R,= OH
(14) luteolina R;= OH; R,= OH
(15) crisina Ry=H; R,=H

(18) mo_rina R;= OH; Ry=H; Ry=H; R,=H
(19) rutina R;= H; R,= H; Ry= OH; R,=O-rutinosila
HO

(17) genisteina

OH O
(20) galangina

Figura 7. Exemplos de flavonoides com atividade anti-inflamatdria

Varios outros flavonoides também sdo capazes de
diminuir a producdao de NO e a expressao da enzima
iNOS, dentre os quais podemos citar as flavonas
apigenina (13), luteolina (14), crisina (15), o flavonol
miricetina (16) e a isoflavona genisteina (17).2>%’
Alguns também s3o conhecidos pela inibicdo da
enzima lipo-oxigenase - tais como os flavondis morina
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(18) e miricetina, e outros pela inibicdo da enzima
ciclo-oxigenase - tais como as flavonas crisina,
apigenina, luteolina e os flavondis morina, rutina (19)
e galangina (20) (Figura 7).3%*>3®

Em relagdo a atividade inibitéria da enzima
fosfolipase A,, além de quercetina e kaempferol,
destacam-se também miricetina e as flavanonas
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hesperetina (21) e naringenina (22).%* Os flavonoides
genisteina, quercetina, luteolina, apigenina e rutina
sdo capazes de inibir a secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias (por exemplo, TNF-a e IL-1).”%%** Um
exemplo de flavonoide com atividade inibidora da
formacdo de exsudato pleural em ratos com pleurite
induzida por carragenina é a ternatina (23).%*

OH O

(21) hesperetina

(22) naringenina R; =H; R, =OH

HO Me

(24) baohuosideo

R, = OH; R, = OCH,

0
0 OH
o OH

LYo

Adicionalmente, ha relatos de que as agliconas
quercetina, luteolina, apigenina, miricetina e os
glicosideos baohuosideo (24) e plantagosideo (25)
reduziram significativamente a proliferacdo de
leucdcitos murinos estimulados por concanavalina A
(Figura 8).7%%*

(23) ternatina

HO

HO ! (0]
OH O
(25) plantagosideo

Figura 8. Flavonoides bioativos

Os flavonoides centaureidina (26), 5,3’-di-hidroxi-
4’-metoxi-7-carbometoxiflavonol (27),** santina (5,7-
di-hidroxi-3,6,4’-trimetoxiflavona) (28) e ermanina
(5,7-di-hidroéxi-3,4’-dimetoxiflavona) (29)  foram

OCH,
(26) centaureidina

(28) santina
(29) ermanina

isolados das partes aéreas de Tanacetum
microphyllum DC. (Asteraceae), espécie largamente
utilizada na Espanha em casos de inflamacGes e
reumatismo (Figura 9).*

R, = OCHg; R, = OCH;; Ry = OH; R, = OH

(27) 5,3'-di-hidroxi-4'-metoxi-
7-carbometoxiflavonol

R, = OH; R, = H; R; = COOCH,; R, = OH
R, = OCHg; R, = OCHg; Ry = OH; R, = H
R, =0CH3; R, =H; Ry =OH; R, = H

Figura 9. Flavonoides de Tanacetum microphyllum

Santina e ermanina inibiram o desenvolvimento de
edema de orelha induzido por PMA em camundongos,
sendo mais ativos do que indometacina, farmaco
controle, na mesma concentracdo (3 mg/orelha, via
toépica). Em uma hora de exposi¢do, santina inibiu a
inflamacdo em 80,5%, ermanina em 951% e
indometacina em 47,3%.% Apds administracdo oral,
centaureidina e 5,3’-di-hidroxi-4’-metoxi-7-
carbometoxiflavonol foram eficazes na inibicdo de
formacdo de edema na pata de camundongo,
induzido por carragenina. Apresentaram, em dose
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menor, atividade maior do que fenilbutazona,
farmaco controle. Centaureidina (25 mg/kg) inibiu o
edema em 67,6%, o flavonoide carboxilado (10
mg/kg) em 64,9% e fenilbutazona (80 mg/kg) em
51,4%." Também se mostraram eficazes na inibicdo in
vitro da lipo-oxigenase (centaureidina - 1Cso = 20 uM;
flavonoide carboxilado - I1Cso = 29 uM). A resposta foi
similar a obtida pelo farmaco de referéncia, sugerindo
que a atividade anti-inflamatdria esteja relacionada,
pelo menos em parte, a inibicio da sintese de
leucotrienos.*
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A partir do extrato em diclorometano das partes
aéreas de Eupatorium  arnottianum  Griseb.
(Asteraceae), espécie utilizada popularmente na
Argentina e no sul da Bolivia no tratamento tépico de
processos inflamatdrios, foram isoladas duas flavonas
ativas: nepetina (30) e jaceosidina (21) (Figura 10).
Nepetina reduziu em 46,9% a formagdo de edema
induzido por TPA em orelha de camundongo e
jaceosidina em 23,2% (1 mg/orelha, via tdpica). Em
ensaio in vitro, estes flavonoides também inibiram a
inducdo de NF kB, fator de transcricdo que regula a
resposta imune frente a um processo inflamatério,
em 91 e 77%, respectivamente (nepetina: 40 uM;
jaceosidina: 20 uM).*

(30) nepetina

R, = OH; R, = OH
(31) jaceosidina

R, = OH; R, = OCH,
Figura 10. Flavonas ativas de Eupatorium arnottianum

Em ensaio de inflamagdo das vias aéreas, foi
observado que o flavonoide isoquercitrina
(quercetina-3-O-B-D-glucopiranosideo) (32) também
apresentou atividade anti-inflamatdria, juntamente
com quercetina (11). Apds administracdo por via
parenteral, isoquercitrina (15 mg/kg) e quercetina (10
mg/kg) reduziram o recrutamento de eosindfilos e a
formacdo de leucotrienos indutores de
broncoconstricdo, em modelo de asma induzida em
camundongos. Dessa forma, ambos os flavonoides
parecem potencialmente promissores no
desenvolvimento de uma nova terapia antiasma.*

Recentemente, células epiteliais de gengiva
humana foram estimuladas com Porphyromonas
gingivalis, patégeno que gera inflamacgado e destruicdo
do tecido periodontal. Isoquercitrina (32) e
astragalina (kaempferol-3-0O-B-glucopiranosideo) (33)
(Figura 11) apresentaram atividade anti-inflamatdria
significativa frente a bactéria P. gingivalis. Ambos os
flavonoides, nas concentragdes de 10 e 25 ug/mL,

(36) kaempferitrina

OH (34) kaempferol 3-O-a-ramnopiranosil-(1-2)-
B-glucopiranosideo-7-0-a-glucopiranosideo
(35) kaempferol 7-0O-a-L-ramnopiranosideo

(37) kaempferol 3-0-B-glucopiranosideo-7-0O-
a-ramnopiranosideo

Coutinho, M. A. S. et al.

inibiram a producdo de PGE, induzida pela bactéria.
Estes flavonoides poderdo vir a ser Uteis na prevencdo
de periodontites.”’

(32) isoquercitrina R = OH
(33) astragalina R=H

HO
HO (@)

OH
Figura 11. Isoquercitrina e astragalina: relatos de
atividade anti-inflamatoria

No contexto da busca de flavonoides bioativos a
partir de fontes vegetais, nosso grupo de pesquisa
vem estudando plantas medicinais utilizadas
popularmente no tratamento de patologias que
envolvam processos inflamatdrios e desordens do
sistema imune. Alguns dos nossos resultados sdo
relatados a seguir.

Em um projeto interdisciplinar - quimica e
farmacologia - entre nossa equipe e o Departamento
de Ciéncias Fisioldgicas da UFRRJ, foi realizado um
estudo fitoquimico bioguiado sobre a espécie
medicinal Sedum  dendroideum (Crassulaceae),
conhecida popularmente como balsamo (Figura 15).

O sumo das folhas desta espécie é amplamente
empregado no Brasil para tratamento de problemas
inflamatérios, em especial, feridas infectadas e
Ulceras gastricas. A partir do sumo do balsamo foi
possivel isolar sete glicosideos de kaempferol, dentre
os quais se destacam: kaempferol 3-O-a-
ramnopiranosil-(1->2)-B-glucopiranosideo-7-0-a.-

glucopiranosideo (34), kaempferol 7-0-a-L-
ramnopiranosideo (35), kaempferol 3-0-a-
ramnopiranosideo-7-0O-a-ramnopiranosideo

(kaempferitrina)  (36) e  kaempferol  3-O-B-

glucopiranosideo-7-0O-a-ramnopiranosideo (37)
(Figura 12).%*%°

R; = Ram(1-2)Glu; R, = Glu
R;=H; R, =Ram

R; =R, =Ram

R; =Glu; R, =Ram

Ram =ramnose; Glu = glucose

Figura 12. Flavonoides obtidos de Sedum dendroideum
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Os flavonoides (35), (26) e (37) foram avaliados
individualmente quanto a atividade anti-inflamatéria
em camundongos (10 mg/kg, via oral) no teste de
migracdo leucocitaria induzida por carragenina. Na
dose testada, esses flavonoides inibiram a migracdo
leucocitaria em 49,7%, 43% e 46,3%,
respectivamente. Dessa forma os flavonoides
parecem justificar, pelo menos em parte, o uso
popular dessa espécie.*

Em outro projeto interdisciplinar realizado pelo
nosso grupo, no qual também se partiu de uma
preparagao com base no seu uso etnomedicinal, foi
estudado o sumo das folhas da espécie Kalanchoe
brasiliensis (Crassulaceae), também conhecido como
saido (Figura 15). Esta planta medicinal é amplamente
empregada no Brasil em casos de feridas, abscessos e
inflamacdes em geral.”® O estudo do saido foi
realizado em parceria com o Instituto de Bioquimica
Médica da UFRJ. A partir das folhas do saido foram
isolados sete flavondis acetil-ramnosidicos, dentre os
quais se destacam patuletina 3-O-(4"-O-acetil-o-L-
ramnopiranosil)-7-0-(2"'-O-acetil-a-L-
ramnopiranosideo) (38), patuletina
ramnopiranosil-7-0-(2"'-O-acetil-o.-L-
ramnopiranosideo) (39) e patuletina 3-0-(4"-O-acetil-
a-L-ramnopiranosil)-7-O-ramnopiranosideo  (40) -
denominados  kalambrosideos A, B e (,
respectivamente (Figura 13). Tais flavonoides
mostraram ser potentes inibidores da proliferacdo de
linfécitos humanos in vitro, em concentracdo muito
inferior 3 do sumo da planta (ICs = 20 pg/mL). A
inibicdo da proliferacdo de linfocitos ameniza os
sintomas caracteristicos da inflamagdo, gerados por
estas células. A forma diacetilada com duas unidades
de ramnosil (kalambrosideo A - ICs, = 0,5 pg/mL) foi
mais ativa em relagdo as formas monoacetiladas
(kalambrosideo B - ICsp = 1,0 pug/mL e kalambrosideo C
- ICso = 10 pg/mL), enquanto que os derivados ndo
acetilados ndo apresentaram atividade. Esses
resultados permitem sugerir que a acdo desses
flavonoides possa ser dependente da presenca de ao
menos um grupo acetila na unidade de ramnose.*

3-0-a-L-

Um outro estudo biomonitorado, também em
parceria com o Instituto de Bioquimica Médica da
UFRJ, focalizou a espécie medicinal Eleusine indica
(Poaceae) (Figura 15). Esta graminea — considerada
daninha pelos agricultores — é conhecida como capim
pé-de-galinha. Popularmente é utilizada no Brasil, sob
a forma de chas de suas partes aéreas, em casos de
infecgdes respiratdrias, como gripes e pneumonia. A
partir do extrato aquoso de suas partes aéreas foram
isoladas as flavonas vitexina (41) e schaftosideo (42)
(Figura 14).>* Esses flavonoides (400 pg/kg) reduziram
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em 80% e 62%, respectivamente, o influxo de
neutrdéfilos pulmonares em camundongos expostos a
aerossois de lipopolissacarideo (LPS), um modelo que
mimetiza a inflamagdo pulmonar, de maneira dose-
dependente.’’ Os resultados alcangados no estudo do
capim pé-de-galinha mais uma vez permitem observar
que as plantas medicinais aparecem como fonte
potencial de flavonoides bioativos - o que pode
justificar seu uso popular em processos inflamatérios.

(@)
Me
MeO
HO
OR,
OH

(38) kalambrosideo A R; = Ac; R, = Ac
(39) kalambrosideo B R, = H; R, = Ac
(40) kalambrosideo C R,=Ac;R,=H

HO

Ac= acetil

Figura 13. Flavonoides obtidos da espécie medicinal
Kalanchoe brasiliensis

OH

OH O

(41) vitexina R, = H; R, = C-glucopiranosila

(42) schaftosideo R; = C-glucopiranosila;
R, = C-arabinopiranosila

Figura 14. Flavonoides de Eleusine indica

Com base nos exemplos mencionados, pode-se
observar o potencial farmacolégico destas substancias
polifendlicas. A Tabela 1 mostra alguns dos principais
flavonoides testados com sucesso em inflamacao e
seus respectivos alvos.

Estes projetos interdisciplinares entre quimica e
farmacologia resultaram na obtencao de flavonoides
ativos frente a processos inflamatorios.

Estudos clinicos vém sendo realizados em diversas
partes do mundo de forma a verificar a eficacia de
flavonoides em doencas de origem inflamatéria, como
por exemplo, a doencga pulmonar intersticial, a fibrose
pulmonar idiopatica, a asma e a sarcoidose pulmonar.
Nesses estudos destaca-se o flavonol quercetina.>
Além disso, estudos de eficacia envolvendo derivados
sintéticos também ja estdo sendo desenvolvidos.™
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Tabela 1. Alguns flavonoides e seus respectivos alvos farmacoldgicos no processo inflamatdrio

Alvos farmacolégicos Flavonoides Referéncias
Luteolina (14)
Apigenina (13)
Miricetina (16)

1. Moc_:lulagao.de celulsis o Quercetina (11) 7,27, 39, 40, 47,
envolvidas na inflamagdo Glicosideos de kaempferol (34-37) 48 49 50
(ex. linfdcitos e Acetil-ramnosideos de patuletina (38-40) T
neutrdfilos) Baohuosideo (24)
Plantagosideo (25)
Vitexina (41)
Shaftosideo (42)
2. Inibigcdo da producdo Genlstel.na (17)
de citocinas pro- Quaresifiie (2] 7,8,27,31

Luteolina (14)
Apigenina (13)
Rutina (19)
Quercetina (11)
Kaempferol (12)
Apigenina (13)
Luteolina (14)
Miricetina (16)
Genisteina (17)

inflamatarias
(ex. TNF-a. e IL-1)

3. Modulagdo da enzima
formadora de NO (iNOS)

27,31, 34, 36

Crisina (15)
Quercetina (11)
4. Modulagdo da enzima Kaempferol (12)
fosfolipase A, (via do Hesperetina (21) 8, 27,31
acido araquiddnico) Naringenina (22)

Miricetina (16)
Quercetina (11)
Kaempferol (12)
Crisina (15)
Apigenina (13) 27,31, 34, 36, 37
Galangina (20)
Luteolina (14)
Morina (18)
Rutina (19)
Quercetina (11)
Kaempferol (12)

5. Modulagdo da enzima
ciclo-oxigenase (via do
acido araquiddnico)

6. Modulagdo da enzima Morina (18)
27, 34 4
lipo-oxigenase (via do Miricetina (16) 34,36, 43
acido araquidonico) Centaureidina (26)

5,3’-di-hidroxi-4’-metoxi-7-
carbometoxiflavonol (27)

ANRWY SdE TS
W
b "_L'P". A .
S0 % N8 i
Figura 15. Algumas das espécies medicinais estudadas pelo nosso grupo de pesquisa (A: Sedum dendroideum,
Crassulaceae; B: Kalanchoe brasiliensis, Crassulaceae; C: Eleusine indica, Poaceae)

[Fotos do acervo do LPN-Bio, NPPN, UFRJ]
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5. Relagao estrutura-atividade

Estudos relacionando a estrutura-atividade de
flavonoides sao importantes no processo de busca de
novos agentes anti-inflamatdrios. Estes estudos
objetivam  identificar os  grupos funcionais
responsaveis pela acdo farmacoldgica e entender
melhor como se da a interagdo do flavonoide com o
receptor, de forma a poder aperfeicoar a molécula
original em termos de atividade.”**’

Em estudo recente,® quercetina foi comparada
com seus andlogos estruturais luteolina, kaempferol e
taxifolina, frente a acdo inibitdria da formac¢do de LTB,
(Figura 16). Observou-se que o grupamento hidroxila
da posicao 3’ (anel B), formando um sistema orto di-
hidroxilado com a hidroxila em 4’, desempenha um
importante papel para esta atividade, quando
comparado com o grupamento hidroxila da posicao 3
(anel C). A auséncia da hidroxila em 3 (anel C) na
luteolina ndo acarreta efeito significativo na atividade
inibitéria, enquanto que a auséncia da hidroxila em 3’
(anel B) no kaempferol, com consequente perda do
sistema orto di-hidroxilado, reduz seu efeito em 60%,
quando comparados com a quercetina.
Adicionalmente, se observa que a ligacao dupla entre
as posicoes 2-3 do anel C também é um requisito
estrutural para a atividade anti-inflamatodria, visto que
a sua auséncia ocasiona a perda da atividade inibitéria
da sintese de LTB,, conforme observado para o
analogo taxifolina.”® Ha outros relatos da importancia
desta ligacdo dupla em demais ag¢les relacionadas,
dentre as quais se incluem: inibicdo da proliferagdo de
linfdcitos, inibicdo das enzimas iNOS, COX e PLA,.””

A deslocalizagdo de elétrons m gerada pela
extensdao de conjugacdao presente na estrutura dos
flavonoides (carbonila ceténica em C4, ligagdo dupla
C2-C3 e anel B) permite uma maior estabilidade das

Vq

espécies intermediarias formadas, fato que favorece
as reacdes quimicas envolvidas.”™’ Tais evidéncias
sdo comprovadas através de estudos tedricos de
modelagem molecular.”” Além disso, o grupamento
catecol (1,2-di-hidroxifenil) no anel B promove
possibilidades para a ocorréncia de oxidagdo
enzimdtica, resultando na formacdo de espécies
eletrofilicas do tipo quinona/semiquinona capazes de
sofrer adicdo nucleofilica. Dessa forma, atuam como
eletrdfilos ligantes de macromoléculas (por exemplo,
proteinas), acarretando em reag¢des que envolvam a
formacgao de ligagGes covalentes entre flavonoides e
as biomacromoléculas.”®

Um outro estudo mostra que a flavanona
hesperetina (21) apresenta menor atividade inibitdria
da enzima fosfolipase A, (PLA;) em relagdo aos
flavonéis kaempferol (12), quercetina (11) e
miricetina (16). Tal resultado mais uma vez reforga a
importancia da ligacdo dupla nas posi¢cdes 2-3 (Anel
C), ausente em hesperetina, para a atividade.® De
acordo com Littig et al.®, em seu estudo de
modelagem molecular, a ligacdo dupla entre as
posicdes 2-3 do anel C induz coplanaridade entre os
anéis A e C, favorecendo a interacdo do flavonoide
com o sitio receptor da enzima.”

Em um outro estudo, Kim et al® relatam que a
presenca de grupamentos hidroxilas nas posicdes 5 e
7 (Anel A) e nas posicoes 3’ e 4’ (Anel B) sdo
importantes, enquanto que a glicosilacdo desses
grupos reduz a atividade anti-inflamatéria.?
Quercetina (11) e seu glicosideo quercitrina
(quercetina-3-0-a-ramnopiranosideo) constituem um
exemplo para se avaliar a importancia da glicosilagdo.
Ambos inibiram a producdo de PGE, e LTB, em
modelo de pleurite induzida em ratos, porém
guercitrina apresentou menor atividade do que a sua
aglicona.”

Flavonoides

&

Atividade anti-inflamatoria

luteolina
Significativa

quercetina
Significativa

kaempferol
Parcial

taxifolina
Nula

Figura 16. Relagdo estrutura-atividade entre quercetina e seus anadlogos estruturais
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Um outro exemplo que mostra a interferéncia da
glicosilagdo na atividade anti-inflamatdria focaliza
quercetina (11), seu glicosideo rutina (19), o flavonol
morina (18) e o glicosideo hesperidina (hesperetina-7-
O-rutinosideo) frente a formacdo de edema na pata
de camundongo induzido por carragenina. Rotelli et
al®® observaram que as agliconas (quercetina e
morina) apresentaram melhores resultados, enquanto
qgue os flavonoides glicosilados nao apresentaram
atividade significativa (rutina e hesperidina).”®
Anteriormente, Moroney et al® em estudo
comparativo entre pares glicosideo/aglicona também
observaram que a adi¢cdo de residuos de agucar reduz
significativamente a atividade anti-inflamatdria.®*
Esses resultados permitem observar que a
lipofilicidade torna-se um importante fator.

Figura 17. Requisitos estruturais observados para
atividade anti-inflamatdria de flavonoides.

Assim, conforme observado nos exemplos citados,
dentre os fatores estruturais importantes para
atividade anti-inflamatéria de flavonoides destacam-
se a insaturac¢do no anel C (posi¢des 2-3), o numero e
a posicdo de grupamentos hidroxilas (por exemplo:
padrdo catecol no anel B do flavonoide, ou seja, anel
3’,4’-di-hidroxilado), a carbonila em C-4 (Anel B) e a
nao glicosilagdo da molécula. Entretanto, subclasses
de flavonoides que ndo possuem um destes padrdes
em sua estrutura, como por exemplo, a aglicona
kaempferol, também se destacam por apresentar
atividade sobre enzimas da cascata de inflamacdo. Os
requisitos estruturais atualmente aceitos para
atividade anti-inflamatéria de flavonoides sdo
mostrados na Figura 17.

6. Conclusoes

O uso de espécies medicinais como fonte de
substancias bioativas permanece uma estratégia
promissora que pode contribuir para o
desenvolvimento de novas alternativas terapéuticas.
O Brasil, detentor de aproximadamente um terco da
flora mundial, possui um grande numero de plantas
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qgue vém sendo utilizadas pela populagdo para
diferentes fins, especialmente no tratamento da
inflamacdo.

Neste contexto, por apresentarem agles anti-
inflamatérias e imunomoduladoras comprovadas
cientificamente, os flavonoides constituem uma
alternativa potencial como agentes terapéuticos
frente aos processos inflamatorios.

Tais evidéncias nos levam a crer que é possivel,
através da realizacdo de estudos interdisciplinares,
sobretudo com base na prospecgdo de plantas
medicinais usadas pela populagdao no tratamento de
processos inflamatdrios, a busca, o desenvolvimento
e o aperfeicoamento de novas moléculas eficazes
para aplicacdo na terapéutica da inflamacao.
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