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RESUMO
Os testes in vitro atualmente em ascensao se apresentam como uma importante ferramenta para
0 desenvolvimento de pesquisas farmacologicas que visam o desenvolvimento de novos
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medicamentos. Isto porque, a utilizacdo de animais em pesquisas farmacoldgicas tem sido
questionada desde longa data. Inclusive, ha um compromisso da comunidade cientifica mundial
em seguir o principio dos 3Rs. O primeiro “R” refere-se a Reduction (redugio), o segundo “R”
a Replacement (substituigdo) e o terceiro “R” a Refinement (refinamento). Assim, de acordo
com o principio dos 3Rs é necessario refletir sobre a necessidade de se reduzir o nimero de
animais nos procedimentos experimentais e sempre que possivel substituir o seu uso por
métodos in vitro. Considerando que os anti-inflamatorios se apresentam como uma das classes
mais comercializadas de medicamentos no mundo, e tendo como proposito contribuir para a
reducdo do nimero de animais nas analises experimentais, este estudo teve como objetivo
realizar uma revisao bibliogréfica a respeito das metodologias realizadas in vitro que foram
empregadas em ensaios de avaliacdo da atividade anti-inflamatoria, e que ja tiveram seu uso
validado por meio da literatura.

Palavras-chave: anti-inflamatdrio, principio dos 3Rs, metodologias in vitro.

ABSTRACT

The in vitro tests, currently on the rise, are presented as an important tool for the development
of pharmacological research aimed at the development of new drugs. This is because the use of
animals in pharmacological research has long been questioned. In fact, there is a commitment
from the global scientific community to follow the principle of the 3Rs. The first "R" refers to
Reduction, the second "R" to Replacement, and the third "R" to Refinement. Thus, according
to the principle of the 3Rs, it is necessary to reflect on the need to reduce the number of animals
in experimental procedures and whenever possible, replace their use with in vitro methods.
Considering that anti-inflammatory drugs are one of the most marketed classes of medications
worldwide, and with the purpose of contributing to the reduction of the number of animals in
experimental analyses, this study aimed to conduct a literature review on in vitro methodologies
employed in anti-inflammatory activity evaluation assays, which have already been validated
through the literature.

Keywords: anti-inflammatory, 3Rs principle, in vitro methodologies.

1 INTRODUCAO

A inflamacéo é uma reacao natural de protecdo do organismo contra danos enddgenos
e exogenos, tais como: lesdes teciduais, trauma, infeccBes, reacdes imunoldgicas e necrose
tecidual (ARULSELVAN et al., 2016). Diversas células do sistema imunoldgico participam de
forma ativa nos processos inflamatérios mediando o reparo tecidual com a proliferacdo de
queratindcitos, fibroblastos, células endoteliais e recrutamento de macrofagos (CAMILA et
al., 2022). Estes ultimos sdo conhecidos como fagdcitos, intimamente ligados a imunidade inata
e responsaveis pela producéo, em conjunto com outros leucocitos, de mediadores quimicos que
promovem a cascata inflamatdria e o reparo do dano gerado (CEBENELLI, 2019).

Assim, quando a resposta é adequada, a inflamacéo torna-se um mecanismo de defesa
para reparar o tecido que foi danificado; ja quando a resposta é inadequada e persistente, 0

aumento de células, citosinas e quimiocinas inflamatdrias prejudicam a regeneracéo tecidual e
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oferecem uma resposta maléfica ao organismo (CAMILA et al., 2022). Nesta situacdo faz-se o
uso de medicamentos anti-inflamatérios. Os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES),
representam no mundo o principal tratamento para diversas dores e sintomas decorrentes do
processo inflamatério, como o edema, a hiperemia, e a febre (VITOR BORGES
JAPIASSU; DE, 2022). Todavia, os AINES, em sua maioria, por ndo apresentarem total
especificidade em relacdo a enzima ciclooxigenase 2 (COX-2), também inibem a enzima
ciclooxigenase 1 (COX-1) e com isso, promovem Vvarios efeitos adversos (SETHI et al., 2019).
Ademais, o emprego indiscriminado desta classe farmacologica, que pode ser facilmente
adquirida sem apresentacéo de prescricdo médica, gera um importante fator de risco a saude de
individuos que se automedicam (RADI; KANWAR, 2019).

Na busca por novos tratamentos medicamentosos que apresentem efetiva atividade anti-
inflamatdria e menor nimero de efeitos adversos, pesquisas farmacol6gicas sdo conduzidas em
todo o mundo. Desta maneira, 0s testes in vivo, isto €, com a utilizacdo de animais, é 0 método
de anélise comumente empregado para verificar a atividade de novas drogas anti-inflamatorias.
Todavia, por gerar muitas discordancias sobre questbes éticas, 0 uso de animais na
experimentacdo farmacologica vem sendo discutido desde longa data e em escala mundial
(DOBROVOLSKAIA, 2013).

Em 1959, na Europa, 0 zoologista William M.S. Russell e o microbiologista Rex L.
Burch definiram o principio dos 3Rs. E um compromisso firmado pela comunidade cientifica
mundial visa seguir esse principio, a sigla relaciona as iniciais, em inglés, com seus principais
objetivos: o primeiro “R” (Reduction = reducdo) significa que deve haver a reducédo do nimero
de animais no experimento. O segundo “R” (Replacement = Substitui¢do) sugere a substituicdo
das técnicas in vivo pelos métodos alternativos, sempre que possivel. E, por fim, o terceiro “R”
(Refinement = Refinacdo) determina que haja modifica¢bes no protocolo visando diminuir dor
e sofrimento dos animais, assegurando o bem-estar (ANDRADE, 2018).

A regulamentacdo do uso de animais na experimentacao alcancou uma maior dimenséo
em 1986, com a Diretiva EC86/906, que uniformizou as disposi¢cdes legislativas,
regulamentares e administrativas, entre os Estados filiados a Unido Europeia (UNIAO
EUROPEIA, 1986). A partir dessa Diretiva, as pressdes em defesa dos animais aumentaram, e
a legislacao foi se tornando mais rigida.

Em 2010, a Diretiva 2010/63/UE atualizou, regulamentou e substituiu a Diretiva EC
86/906 e trouxe como citagdo a seguinte posicdo do Parlamento Europeu: “O bem-estar dos
animais é um valor da Unido Europeia, consagrado no artigo 13° do Tratado sobre o

Funcionamento da Unido Europeia (UNIAO EUROPEIA, 2010). Essas iniciativas fizeram com
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que os testes in vitro ganhassem espaco nas pesquisas. Ademais, os testes in vitro se tomaram
cada vez mais acessiveis por terem um custo reduzido em relacdo aos testes in vivo e se
mostrarem capazes de gerar resultados similares aos testes com uso de animais, ou seja, podem
predizer se as novas drogas em estudo apresentam atividade anti-inflamatéria e se realmente
devem ser testadas em animais.

Dessa forma, visando contribuir para o uso dos testes in vitro, e consequentemente a
reducdo do uso de animais nas pesquisas farmacoldgicas, o presente trabalho realizou uma
revisao sobre alguns conceitos do processo inflamatério que permitem a compreensao da teoria
subjacente a cada método. Em complemento, apresenta algumas metodologias in vitro que estdo
sendo desenvolvidas em diferentes centros de pesquisas, bem como, alguns resultados que ja
foram obtidos em estudos prévios com diferentes amostras em analise, além de medicamentos
anti-inflamatorios ja utilizados na clinica médica, que permitiram comprovar a validacdo do

método.

2 PROCESSO INFLAMATORIO

A inflamacgdo representa uma resposta de defesa clinicamente visivel do sistema
imunoldgico, e se estabelece com o reconhecimento de estruturas moleculares conservadas de
microrganismos, ou seja, 0s padr6es moleculares associados a patdgenos sdo reconhecidos
pelos receptores de reconhecimento padrdo presentes no organismo hospedeiro. Além disso,
esses receptores também identificam moléculas provenientes do proprio hospedeiro, que sdo
liberadas em resposta a lesdes ou morte celular, bem como padrdes moleculares associados a
danos, como quimiocinas (como a IL-8), citocinas (como 0 TNF-a) e interleucinas (como IL-1
e IL-6). Essas moléculas sdo produzidas durante as fases de ativacdo e efetora da resposta
imune, desempenhando um papel essencial na regulacéo da resposta inflamatoria e imunoldgica
(KENNEDY; DELEO, 2008).

De acordo com Read (2019) séo quatro os acontecimentos que promovem a inflamacéo
de um local: 1) Infiltracdo celular, o que resulta na liberacdo de mediadores moleculares e
produtos bioquimicos, como citocinas e mediadores lipidicos; 2) Formagdo de metabdlitos de
oxigénio; 3) Ocorréncia de produtos granulosos e de enzimas catalisadoras e 4) Ativacdo dos
sistemas de enzimas derivadas do plasma como o sistema complemento. Sendo esses eventos
responsaveis por gerar a ocorréncia de cinco sintomas caracteristicos da inflamag&o: edema,
dor, rubor, calor e perda de funcdo (READ, 2019).

Considerando que a ocorréncia desses cinco sintomas é fortemente influenciada pelo

recrutamento das células do sistema imune inato e pelo aumento da permeabilidade do vaso
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sanguineo, um importante tipo celular a ser considerado sdo os neutrofilos. Essas células sdo as
mais comuns na corrente sanguinea e desempenham o papel inicial na deteccdo e protecdo
contra invasores infecciosos nos tecidos. Tradicionalmente, elas desencadeiam uma reagéo
inflamatdria aguda e desempenham um papel crucial na promocao de uma resposta imune pro-
inflamatdria eficaz (SILVA, 2015).

Os neutrdfilos sdo terminalmente formados através da proliferacdo e diferenciacdo das
células precursoras da medula 6ssea, durante a hematopoese, e apds a sua maturacdo 0s
neutrofilos séo liberados da medula. Contudo, no caso de lesGes fisicas, impacto mecénico ou
infeccdes, essa sequéncia de eventos € amplificada. 1sso ocorre porque 0s sinais quimicos
inflamatorios resultantes das células danificadas do hospedeiro e das substancias liberadas pelo
agente infeccioso desencadeardo uma série de reagdes no corpo. Dentro desse contexto, é
desencadeada uma resposta que resulta na ativacdo das células endoteliais proximas a area
inflamada. Essas células comegcam a expressar moléculas de adesdo, como as selectinas (E e P-
selectinas) e as integrinas (ICAMs). Isso tem o efeito de facilitar a migracdo de leucdcitos
através dos vasos sanguineos, uma vez que essas moléculas permitem que os leucdcitos se
prendam ao revestimento endotelial dos vasos. Além disso, ha um sinal para aumentar a
producdo de leucdcitos a partir das células progenitoras na medula 6ssea, gracas a acdo da
interleucina-17 (I1L-17) (SILVA, 2015).

Adicionalmente, quando os macréfagos que residem nos tecidos percebem a presenca
de microrganismos ou uma lesdo, eles atraem neutrofilos que estdo circulando na corrente
sanguinea para o local afetado. Esse fendbmeno é conhecido como recrutamento de leucécitos e
ocorre em vérias etapas, que incluem a captura/ativacdo, o rolamento, a adesdo e a
transmigracdo (KENNEDY; DELEO, 2009; KOBAYASHI; DELEO, 2009). Os monécitos sao
as células precursoras dos macrofagos. Isso faz com que macrofagos sejam células do tecido
hematopoiético, apesar de termos macréfagos especificos que ndo estdo presentes na corrente
sanguinea. Sua formacédo ocorre na medula éssea (APPELBERG, 2005).

Quando o mondcito se transforma em macréfago ele sofre uma série de alteracGes para
assumir diferentes fungdes fisioldgicas, como por exemplo, 0 aumento da capacidade fagocitica
e antimicrobiana (YANG et al., 2014). Assim, os macréfagos tém muitas fungdes que variam
de acordo com o seu subtipo. Suas funcdes sdo: apresentacdo de antigenos a linfocitos T,
atuacdo como primeira linha de defesa do sistema imunolégico, limpeza de detritos celulares e
o recrutamento de células do sistema imune (SOLINAS et al., 2009; PIXLEY e STANLEY,
2004).

Para que os macrofagos possam exercer suas diferentes funcdes, tais como: a
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diferenciacdo, o0 crescimento, a adesdo, a migragdo, a fagocitose, a ativacdo e o
desenvolvimento de citotoxicidade, estes possuem importantes receptores de superficie
(GORDON, 2003). Existem receptores para as mais variadas fungdes, como o reconhecimento
de microrganismos, fatores de coagulacdo, componentes de matriz extracelular, proteinas de
transporte, fatores de crescimento, hormonios e citocinas.

Esses receptores, presentes em sua membrana, permitem que os macréfagos possam
reconhecer e responder aos estimulos que recebem (EZEKOWITZ; GORDON, 2006). Assim,
0 reconhecimento sé ocorre quando o receptor € ativado, levando o macréfago a reagir a essa
ativacdo, seja pela expressdo de determinado gene ou alteracdo na sua superficie celular, para
captacdo de uma substancia. Todo esse processo contribui para a defesa do hospedeiro por levar
a fagocitose, além da captacdo de lipoproteinas modificadas (WOODS et al., 2000; TAYLOR
et al., 2005; GEISSMAN et al., 2010).

A fagocitose é uma das formas do nosso organismo de se livrar de microrganismos e é
usada tanto por neutrofilos como pelos macréfagos (READ, 2019). A fagocitose € mediada por
receptores, como por exemplo os receptores complemento que se ligam a membrana do
macrofago. Quando essa ligagdo ocorre a membrana do macréfago se invagina e forma o que
chamamos de fagossomo. Entdo os granulos citoplasmaticos da célula se unem ao fagossomo.
Os fagossomos possuem muitas formas de matar essas células como radicais de oxigénio e
radicais reativos de nitrogénio. Apesar destes mecanismos terem como funcédo a destruigéo de
patdgenos, a liberacdo do contetido deste fagossomo no meio celular também causa um aumento
na inflamacdo e danos ao tecido (READ, 2019).

Nesta situacdo, para que ndo ocorra um dano celular, ocorre a participagdo dos
lisossomos secretores, células da linhagem hematopoiética (BLOTT, 2002). Essas células
secretam proteinas e outras moléculas como peptideos para realizar suas fungdes efetoras
(BLOTT, 2002). Por exemplo, apds a sua separa¢do da membrana plasmatica o fagossomo é
levado através da via endocitica e se funde ao lisossomo, formando o fagolisossomo. Entéo, o
material fagocitado é degradado e eventualmente secretado, um evento similar a secrecéo
lisossomal (DESJARDINS, 1994; MOHN, 1995). Para isso, 0s lisossomos possuem mais de 60
hidrolases em uma Unica bicamada lipidica (GE, 2014).

Também na membrana plasmatica do fagolisossomo ocorre a producdo de espécies
reativas do oxigénio (ROS do inglés - Reactive Oxygen Species), através de um processo
chamado burst oxidativo, que € dependente da participacdo de todos os grénulos,
principalmente dos especificos, pois eles apresentam o citocromo b558 em sua membrana, que,

ao fundir-se com o fagossomo, torna um componente essencial na formagdo da NADPH
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oxidase, possibilitando o transporte de elétrons entre o NADPH no citoplasma para o O>
presente no Iimen do fagossomo, colaborando para a principal atividade deste complexo, a
geragdo de superOxido de oxigénio (O2) através da reducdo molecular do oxigénio (Oz)
(BORREGAARD, 2010; NORDENFELT; TAPPER, 2011). O radical superoxido (O2) é
prontamente transformado pela enzima superoxido dismutase (SOD) em perdxido de
hidrogénio (H202). Alternativamente, o superoxido pode reagir com o 6xido nitrico (NO) para
formar o peroxinitrito (ONOO"). Além disso, ele pode reagir com a mieloperoxidase liberada a
partir dos granulos azurofilos, que tem a capacidade de catalisar a transformacédo de H202 em
acido hipocloroso (HOCI) ou oxidar anions (como I, Br, ClI;, SCN", NO2") presentes nos fluidos
biolégicos (BORREGAARD, 2010; NORDENFELT; TAPPER, 2011).

Dessa forma, o radical superoxido (O2") desempenha um papel fundamental no inicio da
sequéncia de eventos que leva a producéo e liberacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Essas substancias sdo conhecidas por sua notavel capacidade oxidativa, que lhes permite
combater ou inibir o crescimento de bactérias. Elas séo liberadas tanto dentro das células como
no meio ambiente extracelular, muitas vezes devido a processos de fagocitose que ndo foram
bem-sucedidos. Como resultado, o contetdo dos granulos primarios e secundarios, juntamente
com os produtos oxidantes gerados durante o "burst oxidativo”, é liberado no tecido, causando
danos significativos as células do hospedeiro (BORREGAARD, 2010; NORDENFELT;
TAPPER, 2011).

Além da regulacdo de receptores de glicocorticéides, lisossomos secretores podem
regular a liberacdo de citocinas inflamatorias como as interleucinas — IL (IL-1p, IL-18) e do
fator de necrose tumoral — oo (TNF-a) na resposta imune (GE, 2014). Mas, para entender a
producdo dessas citocinas faz-se necessario compreender a participacdo da cascata do &cido
araquidénico, e das vias da cicloxigenase (COX) e lipoxigenase (LO), no processo inflamatorio.
Desta forma, apds a ocorréncias de uma lesdo da membrana celular, que é constituida
fundamentalmente por fosfolipideos, a enzima fosfolipase A2, presente nos leucdcitos e
plaquetas, é ativada por citocinas pré-inflamatdrias, como as interleucinas 1. Esta enzima leva
a degradacdo dos fosfolipideos, resultando na produgdo de &cido araquidénico, que podera
sofrer acdo da enzima LO e da enzima COX (BRATER, 2001).

Em mamiferos existem 2 isoformas da enzima COX, a COX-1ea COX-2. ACOX-1é
constitutiva (BRATER, 2001), esta presente em quase todos os tecidos e atua em diversos
efeitos fisioldgicos, como protecdo gastrica, agregacdo plaquetaria, entre outros (ROMERO et
al., 2014). Nas plaquetas a COX-1 é responsavel principalmente pela producdo de Tromboxana

A2 (TxA2), e no trato gastrointestinal produz as prostaglandinas (PGs) citoprotetoras
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(BRATER, 2001). Enquanto a COX-2 é induzida por estimulos inflamatérios e fatores de
crescimento (BRATER, 2001). A COX-2 esta presente, principalmente, no cérebro e medula
espinhal. Quando células inflamatorias , como fibroblastos, macrofagos, mondcitos e células
inovais so ativadas, induzem a producéo e acdo da COX-2. E considerada enzima que produz
0s mediadores da inflamacédo da classe dos prostandides (TANIURA et al., 2002; BOTTING,
2003; RAMSAY et al., 2003; SCHWARB et al., 2003; SIMMONS, 2003; SOMVANSHI et al.,
2007).

3 TESTES ANTI-INFLAMATORIOS IN VITRO
3.1 AVALIACAO DE EFEITO ANTI-INFLAMATORIO BASEADO NA ESTABILIZAC;AO
DE MEMBRANA DE HEMACIAS

Este teste se baseia na similaridade entre a membrana da hemacia e a dos lisossomos e
na capacidade de uma determinada amostra em andlise conseguir estabiliza-la
(LEELAPRAKASH; DASS, 2011). Assim, ao promover estabilizagdo da membrana dos
eritrécitos, por analogia, este teste indica que a amostra em analise é capaz de promover a
estabilizacdo da membrana dos lisossomos e impedir que 0 mesmo libere seus componentes no
meio celular, inibindo consequentemente a secrecdo de intraleucina-1 (IL-1), que € uma citocina
altamente inflamatéria (LEELAPRAKASH; DASS, 2011; SAKAT et al., 2010). Também,
como ja visto, existem muitas outras formas das quais 0s lisossomos se utilizam para auxiliar
na inflamac&o. Por essa razdo, se a amostra que esta sendo avaliada promover a estabilizacéo
de membrana da hemacia pode-se inferir que a atividade anti-inflamatéria foi positiva (DE et
al., 2023).

O principio deste método se fundamenta no efeito da concentracdo de uma solucgdo na
membrana dos eritrocitos. Isto porque, ao reduzir a concentracdo de sal no meio celular, as
células tendem a aumentar de tamanho, esse aumento pode chegar a um ponto em que ocorre 0
rompimento da membrana celular (GROULX, 2007). Em termos espectrofotométricos, o que
se observa ¢ um aumento de absorbancia a 560 nm em razdo da hemdlise e liberacdo de
hemoglobina, que fica suspensa no sobrenadante (TEIXEIRA, 2023).

Como este teste usa o fato da similaridade entre as membranas das hemacias e dos
lisossomos é necessario que o doador de sangue seja saudavel e as propriedades do sangue
devem se manter estaveis. A partir desta premissa, para testar a resisténcia das hemacias a
hemolise pode-se utilizar o método descrito por Shinde et al. (1999) modificado por Chowdhury
etal. (2014).

Para a preparacao da suspensao de glébulos vermelhos esses autores propdem que um
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volume de sangue seja misturado com volume igual de solucdo Alsever (dextrose 2%, citrato
de sodio 0,8%, &cido citrico 0,05%, cloreto de sodio 0,42% e &gua destilada 100 mL). Em
seguida, essa solucdo deve ser centrifugada a 3000 rpm por 5 minutos. As células precipitadas
sdo lavadas em solucéo isosalina (0,85%). Apos isso, com as células precipitadas, uma solugédo
HRBC (Human red blood cell — células vermelhas humanas) \ 10% v/v é preparada usando a
solucdo isosalina. Para avaliar a hemolise induzida por solucdo hipotdnica sdo adicionados 2
mL de solucéo hiposalina (0,25%), 1 mL de tampéo fosfato de sodio (0,1M e pH 7,4), 1 mL da
amostra a ser analisada em diferentes concentrac6es e 0,5 mL da solucgéo de glébulos vermelhos
humanos. Como controle negativo deve ser usado 2 mL de solucdo destilada em 0,5 mL de
solucdo de globulos vermelhos humanos para que ocorra 100% de hemolise. Como controle
positivo pode ser utilizada a aspirina em concentracao de 100 pg/mL. Todas as amostras sao
incubadas a 37 °C por 30 minutos e centrifugadas. O sobrenadante € analisado em
espectrofotdbmetro a 560 nm. Considerando que a hemolise em agua destilada é de 100% a partir
da equacdo abaixo é calculada a porcentagem de hemolise. Como branco € usada agua destilada.
Quanto menor a absorbancia no teste melhor € a estabilizagdo da membrana dos glébulos

vermelhos.

. Absorbancia do teste
% Estabilizagio de membrana = (100 ~ Absorbancia do controle negativo) 1

Na literatura, ha relatos de trabalhos que se utilizam deste ensaio. Pode-se citar o teste
de Oyeleke et al. (2018). Neste estudo foi testado o extrato etandlico da casca da Theobrona
cacao e suas fracdes de diclorometano, acetato de etila e sua fracdo aquosa. Todas as fracdes e
extratos foram testados em concentracao de 0,5, 1 e 2 mg/mL e o melhor resultado obtido foi 0
do acetato de etila com concentracdo de 2 mg/mL, que obteve 99,7% de estabilizacdo de
membranas. Como controle positivo foi usado a indometacina em concentracdo de 1 mg/mL,
que obteve 77,4% de estabilizacdo das membranas.

Outro estudo realizado utilizando este método foi o de Chowdhury et al. (2014) que
testou extratos etandlicos de folhas de Gardenia coronaria em concentracdes de 100, 200 e 300
pg/mL. A concentragdo com maior efeito foi a de 300 pg/mL com estabilizagdo de 33% das
membranas. Como controle positivo neste teste foi utilizado a aspirina em concentracdo de 100

ug/mL que obteve uma estabilizagdo de 38,84% das membranas.
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3.2 AVALIAQAO DE EFEITO ANTI-INFLAMATORIO BASEADO NA INIBIC}AO DA
DESNATURAGAO PROTEICA DE UMA SUBSTANCIA

A inibicdo da desnaturacdo proteica esta associada a atividade anti-inflamatoria, tal
comportamento ja foi observado em certos AINEs (SASO et al., 2001). Algumas doencas
inflamatorias crénicas, como artrite possui correlagdo com essa atividade (CHOPADE et al.,
2012; GOVINDAPPA et al., 2011; LEELAPRALKASH; DASS, 2011; SAKAT et al., 2010).
Uma possivel explicacdo para tal associacdo é que, durante um processo inflamatério, os
mediadores inflamatdrios podem induzir a liberacéo de proteases, que causam desnaturacao de
proteinas presentes nas articulagcbes (GONZAL et al., 2020). Por outro lado, foi verificado que
0 acido acetilsalicilico e outros farmacos anti-inflamatorios possuem a capacidade de inibir a
desnaturacdo de proteinas (SAKAT et al., 2010).

Este ensaio baseia-se na desnaturacdo proteica provocada pela temperatura elevada, com
consequente alteracdo estrutural das proteinas e diminuicdo da sua solubilidade em agua
(ANGELIS; TIRAPEGUI, 2007). Para sua realizacdo pode-se utilizar o método descrito por
Dias (2021).

Neste método sdo adicionados 50 pL de dilui¢des seriadas do extrato, em concentracdes
variando de 2 a 0,5 mg/mL, em 450 pL de uma solucdo aquosa de albumina sérica bovina (BSA)
a 5% (m/v). Como controles, sao utilizados 50 uL de agua destilada como controle negativo,
que promovera 100% de desnaturagdo e como controle positivo 50 uL. de dilui¢des seriadas de
indometacina, de 2-0,5 mg/mL, que impedira a desnaturacdo. Além disso, sdo adicionados 50
uL das diluigoes seriadas do extrato testado e da indometacina a 450 mL de agua destilada, para
se ter o controle da absorbéncia inerente a cada um dos tratamentos. Todas as amostras devem
ser incubadas a 37 °C em banho-maria por 20 minutos e, em seguida, aquecidas a 57 °C por 3
minutos. Em cada amostra, ap0s o resfriamento, € adicionado 2,5 mL de tampé&o fosfato salina
(PBS) 0,2 M, pH 6,3. Por fim, as absorbancias devem ser medidas por espectrofotometria a
255 nm. O percentual de inibicdo da desnaturacdo da proteina pode ser calculado através da
seguinte equacgéo:

Aamostra

% Inibicao = (100 - ) .100

controle
Onde:

A amostra: absorbancia da amostra; e A controle: absorbancia do controle negativo.
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Na literatura existem trabalhos que se utilizaram dessa metodologia. Pode-se citar aqui
o trabalho de Rego (2012) que testou diferentes extratos e fracdes da Ilex perado e da Umbilicus
rupestres. Foram testados 0s extratos de acetona e de etanol e suas fracdes, de hexano, de
diclorometano, de cloroférmio e de acetato de etila. Todas as amostras tinham concentracéo de
0,5 mg/mL. A fracdo de hexano foi a que obteve o melhor resultado com inibicdo de
desnaturacgdo de 96,4%. O &cido acetilsalicilico foi usado como controle positivo e obteve uma
inibicdo de desnaturacdo de 94,7% com concentracdo de 0,5mg/mL. Outro trabalho que se
pode citar é o de Puglia et al. (2006) onde foram testados trés extratos oleospor os obtidos
extracdo de acetona. Os extratos eram de Scomber scombrus, Sardina pilchardus e Trachurus
mediterraneus. O extrato do T. mediterraneus apresentou o melhor resultado com 1C50 de
49,79ug/mL. O &cido linoleico, utilizado como controle positivo, apresentou um IC50 de
37,5ug/mL

3.3 AVALIAC;AO DE EFEITO ANTI-INFLAMATORIO BASEADO NA LIBERA(;AO DE
OXIDO NIiTRICO (NO)

O &xido nitrico é produzido por muitas células, mas existe um aumento expressivo em
sua concentragdo no tecido durante o processo inflamatorio em razédo da elevada quantidade de
macrdfagos ativos no tecido (DOBROVOLSKAIA, 2013). O NO contribui com a inflamacéo
porque ele tem um efeito citotoxico apesar de sua meia-vida ser de segundos. (BINGHAM,
2002). Também, pode-se afirmar que o NO é liberado no processo de fagocitose, visto que
existe uma liberacdo de espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio durante o processo
fagocitico. O que em parte formara o éxido nitrico que pode ser testado in vitro (KASSIM et
al., 2010). Pode-se realizar este teste seguindo o método descrito por Dirsch et al., 1998 e
modificado por Kassim et al. 2010.

Neste método sdo utilizadas células de macrofagos de roedores RAW264.7. Estas
células sdo adicionadas a uma placa de 96 pocos em um volume de 50 pL, com uma densidade
celular de 5x10* células/mL, e a mesma € incubada por duas horas a 37 °C, em 5% de CO,. Isso
é feito para que ocorra fixacdo das células. O branco ndo é incubado. As células que ndo se
fixarem s&o descartadas. Em seguida é adicionado 200 U/mL de IFN-y e 10 pg/mL de LPS para
que os macrofagos sejam ativados. Apos essa etapa a amostra € adicionada nas células. O
inibidor de 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) é usado como controle positivo. Como
controle negativo o volume da amostra € substituido por agua destilada. O volume final deve
ser 100 pL. Os pogos devem ser incubados de 16 a 20 horas em 37 °C em 5% de CO.. A proxima

etapa é descobrir a concentracdo de nitrito (NO2-) no meio utilizando a reacdo de Griess. Para
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isso, 50 ul do volume de cada pocgo tratado e ndo tratado sdo misturados com um volume igual
de reagente de Griess. A cor resultante e testada em um espectrofotdmetro com leitura em 550
nm com um leitor de microplacas. Quanto menor a concentragéo de nitrito da amostra menor é
a leitura do espectrofotometro.

Os valores sdo entdo comparados com uma curva padrdo de nitrito de sodio e
convertidos para concentragdo de nitrito da amostra de acordo com a leitura do

espectrofotdbmetro. A porcentagem de inibicdo é entdo calculada pela seguinte forma:

% de Inibicao

(C oncentragdo nitrito controle — Concentracao nitrito amostra) 100
- Concentracgao nitrito controle '

Na literatura estd descrito o trabalho de Kassim et al. (2010). os autores testaram 0s
extratos metanolico e de acetato de etila de mel nas concentrac@es de 6,25; 12,5; 25; 50; 75 e
100 pg/mL. O extrato de acetato de etila promoveu o melhor resultado com 80% de inibi¢&o na
produ¢do de NO em concentragdo de 100 pg/mL. Como controle positivo foi usado
aminoguanadina com concentragdo de 1 mmol/mL e inibiu totalmente a produgédo de NO.

Outro estudo realizado utilizando esse método foi o de Syahida et al. (2006). Neste
trabalho foram testados 32 compostos fitoquimicos em concentragdes de 12,5; 25 e 50 pg/mL.
Os compostos que tiveram o melhor resultado foram a cardamonina e a zerumbona com mais

de 90% de inibi¢do na producao de NO, na concentragdao de 50 pg/mL.

3.4 AVALIACAO DO EFEITO ANTI-INFLAMATORIO PELA FOSFOLIPASE A2

A fosfolipase A2 (PLA2) é uma enzima comumente encontrada em tecidos de
mamiferos, assim como em veneno de cobras, aracnideos e insetos (NICOLAS, 1997). Essa
enzima faz parte do ciclo do acido araquidénico e é responsavel por transformar fosfolipidios
no acido araquiddnico, tornando a PLA2 precursora de varios mediadores do processo
inflamatdrio como os eicosanoides. Para testar o0 PLA2 pode-se usar o0 método descrito por
Frason et al. (1974) e Escrig et al. (1997):

Inicialmente, é necessario que as bactérias produzam fosfolipidios, pois a PLA2
transforma fosfolipidios em &cido araquidénico, portanto se a marcacgao dos fosfolipidios com
material radioativo for aferida, é possivel fazer a contagem de cintilacdo liquida. Para isso 2,5
x 108 células/mL de E. coli devem ser adicionadas a um de meio com 1 mL contendo 1%

triptona, 0,5% cloreto de sddio e 0,6% de ortofosfato diidrogenado de sédio em pH 5. Em
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seguida, as células irdo crescer durante 6 - 8h a 37 °C, com bastante oxigenacao na presenca de
0,5 nCi/mL de [3H] acido oleico (atividade especifica 10 Ci/mmol). Depois, as células serdo
centrifugadas a 2550 x g por 10 minutos e lavadas extensivamente em uma solucdo de 0,7 M
Tris-HCI, 10 mM CaCl,, 0,1% soro de albumina bovina em pH 8,0 para remover o oleato ndo
incorporado ou que nédo se ligou (GARRIDO et al., 2004). As membranas de E. coli lavadas
entdo serdo suspendidas novamente em solucdo salina de CaCl, 10pumol/mL e autoclavadas
durante 30 a 45 minutos sob pressdo maxima, lavadas e centrifugadas a 2550 x g por 10 minutos
novamente e guardadas a -20 °C até que pelo menos 95% da radioatividade tenha sido
incorporada pelos fosfolipidios.

Nesta etapa adiciona-se a enzima sinovial recombinante humana, como fonte de PLA2.
Para isso, dilui-se 25 pg/mL da enzima em 10 pLL de meio para crescimento (100mM Tris-HCI,
1 mM CaCly, pH 7,5). Em seguida, deve ser adicionado ao meio 2,5 pL. da amostra em analise,
com concentracdes variadas, e este deve ser pré-incubado a 37°C por 5 minutos. Deve-se usar
uma substancia conhecida na literatura como controle positivo e como um controle negativo
deve ser usado somente o veiculo (solu¢do tampé&o. Logo apos, sdo adicionados 10 uL de oleato
autoclavado as membranas marcadas com e continua-se a incubacdo por 15 minutos a 37°C.
Este processo é feito, pois caso a PLA2 ndo seja inibida pela amostra ou controle positivo 0s
fosfolipidios serdo transformadas em acido araquiddnico o que pararia a radioatividade dos
fosfolipidios. Portanto, quanto maior a radioatividade do sobrenadante mais inibido foi o PLA2.
Por fim, adiciona-se 100 pL da solug@o contendo soro bovino de albumina a 0,25%, dissolvido
em uma solucdo salina com concentracao de 0,07 % (peso/volume), para prender o acido oleico
solto. O ensaio entdo € centrifugado a 2500 x g por 10 minutos a 4°C, e a radioatividade do
sobrenadante é entdo determinada por contagem de cintilagdo liquida.

Diversos trabalhos se utilizaram desse método, sendo possivel citar o teste de Escrig et
al. (1997) que testou a variabilina, um produto marinho, como inibidor da PLA2. Ele obteve
um IC50 de 6,9 uM. Como controle positivo foi usado o escaladrial que obteve um IC50 de 0,5
UM. Além desse trabalho pode-se citar também o trabalho de Garrido et al. (2004) onde foi
testado extrato metanolico da casca do caule de M. indica com concentragdes de 0,01, 0,05, 0,1,
0,5, 0,75, 1, 10 e 100 pg/mL. A amostra com melhor resultado foi a de 100 pg/mL com 97,6%
de inibigdo. Como controle positivo foi usado a magniferina em concentracao de 10 pg/mL que

obteve 92,8% de inibi¢do da PLA2.
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3.5 AVALIAQAO DO EFEITO ANTI-INFLAMATORIO PELO TESTE DE LIBERAC}AO
DE PROSTAGLANDINA E2 (PGE2) E LEUCOTRIENO B4 (LTB4) EM MACROFAGOS
ATIVOS

Este ensaio quantifica a prostaglandina E2 e de LTB4. A PGE2 e o LTB4 fazem parte
do ciclo do &cido araquidénico que promove um aumento da inflamacéo (BINGHAM, 2002).
O LTB4 é produto da lipoxigenase e a PGE2 é produto da cicloxigenase, e ambos tém fungdo
direta na inflamacdo. LTB4 é um potente ativador de granuldcitos. In vivo o LTB4 estimula o
rolamento dos leucdcitos, sua adesdo ao endotélio vascular e migracdo ao espaco extracelular.
Durante uma pequena exposicao de LTB4, granuldcitos sdo recrutados, mas longas exposi¢des
geram mais respostas da célula, incluindo formacéao de radical anion superéxido e degranulagéo
(MARONE, 1997). As multiplas associagdes da COX-2 e PGE2, além dos dados levantados
mostram que a PGE2 pode ser alvo para producdo de anti-inflamatérios (SMITH, 1989;
BRATER, 2001).

Este teste se baseia no fato de macréfagos ativos produzirem grandes quantidades de
PGs e LT. Inicialmente, suspendem-se células de macrdfagos de roedores RAW264.7 em um
meio adequado para seu crescimento (DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino) em
uma concentracdo de 5x10° células/mL. A placa é incubada por 24 h a 37 °C com 5% CO:..

Na segunda parte o objetivo é colocar os macro6fagos em contato com um inibidor da
via da cicloxigenase ou da lipoxigenase. Para isso, em cada placa seré adicionada a amostra a
ser analisada ou um controle positivo com ac¢éo ja conhecida por inibir essas enzimas. O grupo
controle negativo ira conter apenas o veiculo. Em seguida, para que ocorra a estimulacdo dos
macrdfagos, adiciona-se ao meio o ionéforo de calcio A21387 (com concentragdo final de
107°M) para liberar LTB4 e incubacio por 4 horas ou com LPS e IFN-y (100 ng/mL e 10 U/mL)
para liberacdo de PGE2 e incubacéo por 24 horas (HULKOWE et al., 1996). Um grupo controle
¢ feito contendo apenas DMSO (dimetilsulfoxido) para liberacdo de um nivel base de
eicosanoides.

Por fim, as concentracdes desses eicosanoides sdo avaliadas por radioimunoensaio. As
concentragOes sdo avaliadas através de uma curva padrdo e os resultados apresentados por
média e erro padrdo médio.

Para avaliar a capacidade de uma amostra em inibir a producédo dessas substancias pode-
se utilizar o método descrito por Hulkowe et al. (1996) com modificacbes por Garrido et al.
(2004). Inclusive, pode-se citar o trabalho feito por Garrido et al. (2004) utilizando o extrato
metandlico de casca do caule de M. indica com concentragéo de 10, 50 e 100 pg/mL. Foi obtido
com a concentragao de 100 pg/mL uma redugdo de 87,9% do LTB4 e 83,2% do PGE2. Como
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controle positivo foi utilizado Mangiferina na concentragdo de 10 ug/mL e obteve uma reducgao
de 68,8% de LTB4 e 84,3% de PGE2.

Outro trabalho que se pode citar é o de Battu et al. (2011) onde foi testado extrato de
acetato de etila de A. tagala em concentracdes de 10, 25, 50 e 100mg/mL. O extrato com
concentracdo de 100 mg/mL obteve uma reducdo de LTB4 de 91,4% e do PGE2 de 87,7%.
Como controle positivo foi utilizado a indometacina com concentragdo de 100 pM e obteve
93,2% de reducdo da producdo de PGE2. Como controle positivo do LTB4 foi usado NDGC

na concentracao de 25uM e foi obtido uma redugao de 94%.

3.6 AVALIACAO DO EFEITO ANTI-INFLAMATORIO POR MEIO DA LIBERAQAO DE
FATOR DE NECROSE TUMORAL- ALFA (TNF-A) IN VITRO

O TNF-a é uma citocina pré-inflamatoria que tem uma importante funcdo em iniciar e
perpetuar a inflamacdo (BINGHAM, 2002). Esta citocina € produzida por varias células, e
principalmente por macréfagos ativados em grande quantidade como apresentado
anteriormente, e tem funcdo direta na apoptose das células, o que causa um aumento na
quantidade de detritos no meio extracelular, o que aumenta a inflamacéo. Portanto, uma forma
de reduzir o processo inflamatorio é inibir a producdo deste fator tumoral-alfa. Esse ensaio testa
se uma droga consegue inibir ou reduzir a producdo de TNF-a. Para isso, pode-se utilizar o
método descrito por Cho et al. (2000).

Neste método, inicialmente a amostra a ser analisada € solubilizada em uma solucgéo
contendo 89.9% de propilenoglicol, 10% de etanol e 0.1% de dimetilsulfoxido a 18 uM. Em
seguida, essa solucéo € inserida no meio de cultura RPMI 1640, sendo que a concentracéo final
do extrato ndo deve exceder 0.05% no meio de cultura. Para o controle negativo a amostra
devera ser substituida pelo veiculo usado para a sua dissolucéo.

Em uma etapa seguinte, os macréfagos de roedor RAW264.7 devem ser diferenciados
e estimulados a produzir o TNF-a. Para isso, inicialmente os macroéfagos devem ser inseridos e
incubados no meio de cultura, ja contendo as amostras, na concentragdo de 2x10° células/mL
por 18h. Em seguida, deve ser adicionado as placas o LPS (1pg/mL) por 6h para que ocorra a
liberagéo do TNF-a. Por fim, os sobrenadantes sdo coletados e testados para TNF-a, utilizando
kit de ensaio imunossorvente ELISA de enzima similar ao TNF-a de ratos. Para determinar se
ocorreu uma diminuicdo na producdo de TNF-a compara-se 0S resultados dos pocos das
amostras testadas com 0s que contém somente o veiculo.

Pode-se citar aqui o trabalho de Byeon et al. (2008) que testou o hinoquitiol e foi

constatada uma IC50 de 212 pM. Como controle positivo foi usado pentoxifilina, que
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apresentou uma IC50 de 228 pM. Além deste trabalho pode-se citar o trabalho feito por Cho et
al. (2000) que testou a cinopropricina que apresentou uma IC50 de 8,24 uM. Como controle

positivo foi usado a prednisolona com uma IC50 de 25,4 uM.

3.7 AVALIAC;AO DO EFEITO ANTI-INFLAMATORIO POR MEIO DA INIBIC;AO DE
COX-1E COX-2

A cicloxigenases séo parte do ciclo do &cido araquiddnico e produzem PGE2. Esse ciclo
causa um aumento da inflamacdo. Este teste se baseia no fato de que um extrato com capacidade
de reducdo da producéo de prostaglandinas reduz a inflamacao.

A inibicdo das cicloxigenases pode ser avaliada pela capacidade destas enzimas em
converter acido araquidonico em PGH2 e pela reducao desta a PGF2a. Esta metodologia foi
descrita por Pradelles (1985) com modificacGes de Rego (2012).

Neste teste adicionam-se COX-1 e COX-2 em tubos de ensaio contendo solucéo tampéo
(0,1 M de Tris-HCI, pH 8, contendo 5 mM de EDTA e 2 mM de fenol). A mistura é entdo
agitada no vortex e incubada durante 10 minutos, a 37 °C com o extrato em etanol (0,025
mg/mL) ou somente com o tamp&o sem o etanol para obter 100% de atividade da enzima. Para
0 controle negativo inativar as enzimas num banho-maria em ebuli¢do por 3 minutos.

Para fazer a reacdo da cicloxigenase adiciona-se acido araquidénico a todos os tubos e
estes sdo incubados por 2 minutos durante 10 minutos, a 37 °C. Depois disso, adiciona-se 1 M
de HCI para parar a reagdo. Para reduzir a PGH2 a PGF2a adiciona-se cloreto de estanho
saturado e os deixa incubar por 5 minutos. As prostaglandinas obtidas sdo entdo quantificadas
pelo teste ELISA. Para determinacdo da quantidade utiliza-se o espectrofotdmetro num leitor a
415 nm. A intensidade da cor é proporcional a quantidade de PGs encontradas. Como controle
positivo utiliza-se um anti-inflamatério capaz de inibir tanto a COX-1 como a COX-2. A curva
padrdo para determinar a concentracdo € encontrada no kit ELISA. Entdo subtrai-se o valor
encontrado pelo branco, que é a solucao tampao. Para calcular a inibicdo da enzima utiliza-se a

seguinte equacgéo:

PGs)A — (PGg)B
%Inibigao=<( s)4 ~ (PGs) ).100

(PGs)A

Onde:

(PGs)A corresponde a prostaglandinas no tubo sem o inibidor e (PGs)B corresponde a prostaglandinas nos tubos
de ensaio com a amostra.
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Rego (2012) testou diferentes extratos e fragOes da llex perado e da Umbilicus rupestres.
Os extratos testados foram os de acetona e etanol e as fragfes de hexano, diclorometano,
cloroférmio e acetato de etila. Todas as amostras tinham concentracdo de 0,025 mg/mL. O
extrato que obteve melhor resultado foi o extrato de cloroféormio que promoveu uma inibicdo
de 81,7%. Como controle positivo foi usado a indometacina que promoveu uma inibicdo de
93,9% na concentragéo de 0,025 mg/mL.

Outro trabalho publicado que utilizou essa mesma metodologia foi o trabalho de
Butovich et al. (2008) que testou o &cido linoleico hidroxamico. Foi constatado um valor de
IC50 de 60 uM para o acido linoleico. Como controle positivo foi usado o DuP-697 que

apresentou um IC50 de 0,8 pM.

3.8 AVALIACAO DO EFEITO ANTI-INFLAMATORIO POR MEIO DA INIBICAO DA
ACAO DE PROTEASE TRIPSINA

Os neutrofilos transportam em seu lisossomo muitas proteases de serina (SAKAT et al,
2010; LEELAPRAKASH; DASS, 2011). Durante a inflamacgéo essas proteases causam danos
ao tecido. Os anti-inflamatorios ndo esteroidais atuam pela inibicdo de enzimas lisossomais ou
estabilizacdo da membrana do lisossomo. Este teste analisa se um extrato é capaz de inibir a
tripsina que serve de modelo para as proteases de serina do lisossomo. Isso reduziria a
quantidade de dano causado ao tecido.

Seguindo o teste de Oyedapo et al. (1995) modificado por Rego (2012) monitora-se 0
grau de hemdlise da caseina pela tripsina. A hidrélise da caseina produz aminoacidos livres, no
entanto, apenas trés tipos de aminoacidos aromaticos tém efeito na absorbancia de onda UV, a
tirosina, o triptofano e a fenilalanina. Levando isso em consideracdo, pode-se afirmar que a
absorbancia desses trés aminoacidos representa o conteldo total de caseina hidrolisada
(ZHANG et al, 2010). Por isso quanto maior a absorbancia em 280 nm maior a hidrélise.

Para o teste, primeiramente, prepara-se uma solucdo de tripsina a 2 mg/mL. Mistura-se
entdo 1 mL de tampé&o 20 mM Tris-HCI (pH 7,4) e 1mL da amostra com concentragdes variadas
ou do controle positivo que pode ser o acido acetilsalicilico, dissolvidos em DMF com
concentra¢do menor do que 2,5% e diluidos em tampdo, tendo essas concentragdes de 0,06 a 1
mg/mL. Adiciona-se entdo 60 mL de tripsina de modo que a concentragéo final da enzima seja
0,06 mg/mL. Entdo deve-se incubar a solugéo a 37 °C por 5 minutos. Em seguida adiciona-se
1 mL de caseina (0,08% m/v) e incuba-se novamente por 20 minutos, a mesma temperatura.
Depois, adiciona-se &cido perclérico 70% para parar a reagdo. Centrifuga-se a suspensédo

durante 10 minutos a 13000 g e realiza a leitura da absorbancia do sobrenadante a 280 nm. O
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tampdo € usado como branco. Para calcular a porcentagem de inibicdo usa-se a seguinte

férmula:

Absa
Absc

% de inibicdo da tripsina = (Absa — ) .100

Onde:

Absa é a absorbancia da amostra e Absc é a absorbancia do controle negativo.

Para essa metodologia pode-se citar o trabalho de Rego (2012), que testou diferentes
extratos e fragdes da llex perado e da Umbilicus rupestres. Foram testados os extratos de
acetona e etanol e suas fracbes de hexano, diclorometano, cloroférmio e acetato de etila. Os
melhores resultados foram a fracdo de cloroférmio com 1C50 de 0,29 mg/mL, a fracdo de
hexano do extrato de etanol com 1C50 de 0,16 mg/mL e o extrato de acetona com IC50 de 0,16
mg/mL. Como controle positivo foi usado o &cido acetilsalicilico que obteve IC50 de 0,32
mg/mL.

Também pode-se citar o trabalho de Govindappa et al. (2011), que testou o extrato
liofilizado de W. trilobata. Foram usados extratos secos da folha, do caule e da flor. Como
inibidor de protease o melhor resultado foi o extrato fresco da folha com concentragéo de 0,5
g/mL que obteve inibicdo de 83,91%. Como controle positivo foi usado aspirina na

concentracdo de 200 mg/mL que obteve inibicdo de 92,83%.,

4 CONCLUSAO

A experimentacao in vitro reduz o numero de animais nas pesquisas farmacoldgicas ao
promover respostas preliminares sobre os potenciais anti-inflamatdrios das amostras estudadas.
Sabe-se que todo o0 processo de desenvolvimento de um medicamento leva em consideracdo a
eficacia e seguranca, desde a triagem das moléculas candidatas até a Gltima fase dos ensaios
pré-clinicos. Assim, para gerar dados de alta qualidade sobre a seguranca e eficacia dos
candidatos a medicamentos, as metodologias in vitro apresentam-se como uma excelente
ferramenta. As inimeras aplicagfes de ensaios farmacologicos in vitro levam a uma questdo
ao desenvolvimento de medicamentos: Podera os ensaios in vitro substituir totalmente os
ensaios em animais no futuro? Infelizmente, diferente do que acontece na inddstria de

cosméticos e cuidados pessoais, atualmente, os testes in vitro ndo sdo suficientes para substituir

Brazilian Journal of Health Review, Curitiba, v. 6, n. 6, p.28032-28056, nov./dec., 2023



Brazilian Journal of Health Review | 28050
ISSN: 2595-6825

completamente os testes de segurancga e eficécia in vivo na industria farmacéutica. Todavia, 0s
testes in vitro, podem reduzir o nimero de animais na pesquisa em raz&o do seu valor preditivo.
Também, a busca continua de um melhor bem-estar animal impulsiona a melhoria e o
desenvolvimento de novos métodos in vitro, visto que o futuro sem ensaios em animais € uma
possibilidade realista. Dessa maneira, este estudo é uma adigdo bem-vinda a literatura num

momento em que cresce o interesse em modelos celulares in vitro para estudos farmacoldgicos
e toxicologicos.
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