UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
ESCOLA DE FARMACIA
POS GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS

- OURO PRETO » 4—4-1839 .

Universidade Federal
de Ouro Preto

Atividade antinociceptiva, antiartrite gotosa e
antioxidante de Lychnophora pinaster

CAMILA HELENA BARROS

OURO PRETO - MG
2019



UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO
ESCOLA DE FARMACIA A
POS GRADUACAO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

“Atividade antinociceptiva, antiartrite gotosa e antioxidante de
Lychnophora pinaster ”

Autora; Camila Helena Barros

Orientadora; Prof2. Dra. Dénia Antunes Saude Guimaraes

Dissertacdo apresentada ao Programa de P0s-
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas — PPG
CIPHARMA, da Universidade Federal de Ouro Preto,
para obtencdo do titulo de Mestre em Ciéncias
Farmacéuticas. Area de Pesquisa: Farmacos e

Medicamentos

Laboratorio de Plantas Medicinais - LAPLAMED

Escola de Farmacia — UFOP

OURO PRETO, MG
2019



B268a

Barros, Camila Helena.

Atividade antinociceptiva, antiartrite gotosa e antioxidante de Lychnophora
pinaster [manuscrito] / Camila Helena Barros. - 2019.

76f.. il.: color; grafs; tabs.

Orientadora: Profé. Dr2. Dénia Antunes Salde Guimaraes.
Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Federal de Ouro Preto. Escola de
Farmécia. Departamento de Farmécia. Programa de Pés-Graduagéo em

Ciéncias Farmacéuticas.
Area de Concentragdo: Farmacos e Medicamentos.

1. Lychnophora pinaster. 2. Dor- Tratamento. 3. Inflamacéo. I. Guimardes,
Dénia Antunes Saude . Il. Universidade Federal de Ouro Preto. Ill. Titulo.

CDU: 615.3

Catalogacao: www.sisbin.ufop.br


http://www.sisbin.ufop.br/

MINISTERIO DA EDUCAGAO
Universidade Federal de Ouro Preto — UFOP
Escola de Farmacia

LISTA DE PRESENCA

Sessdo de defesa da 155* dissertagdo do Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Farmacéuticas da Escola de Farmacia da Universidade Federal de Ouro
Preto, que conferiu o grau de Mestra em Ciéncias Farmacéuticas a Camila Helena
Barros, com a defesa da dissertagdo intitulada: “Atividade antinociceptiva, antiartrite
gotosa e antioxidante de Lychnophora pinaster”, avaliada pela banca examinadora

abaixo:
Ouro Preto, 10 de junho de 2019.
Profa. Dra. Luciana Souza Guzzo Costa
UFJF

; Q‘\Ml\nv {. (I.,@MJ«.,
Profa. Pra. Andrea Grabe Guimaries
UFOP

74
L
Profa. Dra. Dénih Antunes Saide Guimaries
UFOP

Campus Morro do Cruzeiro — CEP: 35400-000 - OURO PRETO - MG- BRASIL
Home page: http://www.ufop.br - E-mail: diretoria.ef@ufop.edu br -Telefax: (31) 3559-1067(31) 3559-1078

ESCOLA DE FARMACIA

OURO PRETO



Dedico este trabalho a meus pais que sempre me
incentivaram a correr atras dos meus sonhos, que
nunca me deixaram desistir nas horas dificeis e que
junto a mim esperam, com certeza, pelo sucesso
dessa conquista. Dedico também a Deus por ndo me

deixar perder a fé, sempre!



AGRADECIMENTOS

Primeiramente agradeco a Deus por todas as béncéos recebidas em minha vida.

Tenho muito a agradecer a todos que de alguma forma participaram da realizacao
desse trabalho, em especial:

A professora Dénia pela maneira doce e carinhosa de saber orientar e ensinar, que

tem sido, nos meus dias, uma grande inspiracdo como pessoa, professora e pesquisadora.

A Rafaela Cunha que se tornou minha “gémea”, amiga, companheira e que teve um

papel importante no desenvolvimento desse trabalho.

Aos amigos do LAPLAMED pela convivéncia diaria e ajuda, Ana Catharina, Grazielle,

Camila Muller, Marcela, Arthur, Amanda Quaresma e Rafaela.

As alunas de iniciac&o cientifica, Manuela e Juliana, por estarem sempre dispostas a

ajudar.

Ao auxilio e amizade aos colegas do LCQ, em especial, Tamires e Débora.

Aos técnicos, professores e funcionarios do PPG Cipharma, pelo suporte diario e

ensinamentos.

Ao técnico Rodrigo Dian e ao LIMP pela disposicao do laboratério e citbmetro.

A professora Andrea Grabe Guimardes, por disponibilizar o analgesimetro do
laboratério de farmacologia e por ter contribuido com este trabalho em minha banca de

gualificacéo.

A professora Carmen Aparecida de Paula, pelas contribuicdes em minha qualificac&o.

\Y



A professora Andréia Alzamora, por disponibilizar o homogeinizador e por ser suplente

em minha qualificagao.
A professora Luciana Guzzo pela disponibilidade em participar da minha defesa.
A CAPES pela bolsa concedida.

Aos meus pais, Regina e Carlos, pelo amor, conselhos diarios e por acreditarem em

mim.
Aos meus irmaos, César e Junior, pelo suporte, carinho e incentivo.
A minhas av6s, Ofélia e Yolanda, pelas oracées.

A minha amiga Cintia, pelas oracdes, amizade e por sempre estar presente mesmo

com a distancia.

Aos meus padrinhos, Regina e Tabajara, pelo incentivo e por sempre estarem

presentes em minhas conquistas.

A toda minha familia, amigos, tios e primos, que com carinho, torceram por mim e

contribuiram com essa conquista.

A Republica Atena e todas as Deusas, pela amizade, torcida e carinho, que foram

essenciais durante todos esses anos.
As amigas que dividiram casa comigo “La em casa”, pelo convivio diario.

A todos os amigos de Ouro Preto e Sdo José dos Campos.

Vii



ESTE TRABALHO FOI FINANCIADO PELA FAPEMIG, CAPES E
UFOP

viii



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

ACTH Hormonio adrenocorticoide

AINES Anti-inflamatérios néo esteroidais
AMPc Monofosfato ciclico de adenosina
ANVISA Agéncia nacinal de vigilancia sanitaria
ASIC Canal de ion sensivel ao &cido

ATP Adenosina trifosfato

AVC Acidente vascular cerebral

CAT Catalase

Cbha Complemento 5 ativado

ChaR Receptor do complemento 5 ativado
Bl Receptor de bradicinina 1

B2 Receptor de bradicinina 2

BLT1 Receptor de leucotrieno 1

BLT2 Receptor de leucotrieno 2

COX Ciclo-oxigenase

CRH Hormonio liberador de corticotropina
CXCL1 Quimiocina CXCL 1

DMSO Dimetilsulfoxido

EEL Extrato etandlico das folhas

EP3 Receptor de prostaglandina E2

ERN Espécies reativas de nitrogénio
EROS Espécies reativas de oxigénio

EMA Euro-pean Medicines agency

ETA Receptor de endotelina do tipo A
ETB Receptor de endotelina do tipo B
FDA Food and drug administration
GM-CSF Fator estimulador de colénias de granulécitos e macrofagos
GPx Glutationa peroxidase

GRD Glanglio da raiz dorsal

GR Glutationa redutase

GSH Glutationa reduzida



HIV / SID Human immunodeficiency virus / Sindrome da Imunodeficiéncia adquirida

IL-1 Interleucina 1a

IL-1a Interleucina 1a

IL-18 Interleucina 103

IL-2 Interleucina 2

IL-6 Interleucina 6

IL-8 Interleucina 8

IL- 33 Interleucina 33

IL-1R Receptor de interleucina 1

INF Interferon

INOS Oxido nitrico sintase

i.p Intraperitoneal

LPS Lipopolissacarideo

LTa Linfotoxina a

LTR Linfotoxina 3

LTB4 Leucotrieno B4

MSU Cristais de urato monossodico

NaVv1.8 Canal de sadio controlado por voltagem alfa VII|
NADPH Fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina
NK Célula natural killer

NO Oxido nitrico

NRF2 Fator nuclear eritroide 2

PAF Fator estimulador de plaquetas

PGES Prostaglandina E sintase terminal

PGE2 Prostaglandina E2

PKA Proteina quinase A

PKC Proteina quinase C

P2X2 Purinoceptor do canal de ion controlado por ligante 2
P2X3 Purinoceptor do canal de ion controlado por ligante 3
P2X7 Purinoceptor do canal de ion controlado por ligante 7
SOD Superoxido dismutase

TACE Enzima de converséo do TNF-a

TBA Acido tiobarbiturico

TNF-a Fator de necrose tumoral



TNRF
TRPM38
TRPA1
TRPV1
URAT 1
Vit C

Receptor de fator de necrose tumoral

Receptor de potencial transitério melatatina 8
Receptor ionotropico de potencial transitério A1
Receptor vanildide de potencial transitorio 1
Trocador de anion urato renal 1

Vitamina C

Xi



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Via das purinas (Adenina € GUANING) ........cooeviiiiiiiiiiiieeeeee e 3
Figura 2: Dismutacéo do perdxido de hidrogénio em oxigénio € agua ..........cccvvveeeeeeeennnns 6
Figura 3: Dismutacéo do superéxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio.. .................... 6
Figura 4: Representacdo esquematica da via ascendente da dor. ...........c.ooeeuvvivieeieeennnnns 9
Figura 5: Medicamentos e suas vias de acao para o tratamento da Gota........................ 15

Figura 6: Lychophora pinaster, a direta individuo jovem e a esquerda individuo adulto...17
Figura 7: L. pinaster , a—ramo ; b — CipSela..........cccuuiiiiiiiiiii e 20
Figura 8:Camundongos em adaptacdo ao ambiente para iniciar o experimento de
NIPEINOCICEPGAD. ..o 31
Figura 9: Imagem da medic&o da hipernocicepcao com o equipamento analgesimetro. .31
Figura 10: Delineamento experimental para avaliacdo da atividade antiartrite gotosa e
estresse oxidativo do extrato etandlico de Lychnophora pinaster e de seus constituintes
(o (U T Lot o SR o] [ el o =V 1SS 39
Figura 11: Efeitos da indometacina e do extrato etandlico de Lychnophora pinaster (EEL)
nas doses de 40, 125 e 375 mg/kg, sobre a nocicepcdo em camundongos C57BL/6 com
artrite induzida por cristais de urato monossOdiCO (MSU).......ccoovveiiiiiiiiiiiiiiiee e 41
Figura 12: Efeito das principais substancias presentes no extrato etanolico de Lychnophora
pinaster, na dose de 15 mg/kg, e da indometacina sobre a nocicep¢do em camundongos
C57BL/6 com artrite induzida por MSU (inflamacao). ...........cccceevviieiiiiiiiiiiie e, 42
Figura 13: Graficos obtidos com o software Flow Jo para determinacdo do quadrante Q3
do branco (amostra sem o marcador de neutréfilos (Ly6 G). Determinacdo do quadrante da
regido de leucdcitos totais (A). Demarcacdo do quadrante Q3, onde estdo situados os
leucdcitos marcados com Ly6 G, que sdo os neutrofilos (B). Histograma gerado a partir das
leucadcitos totais e regido demarcada de neutrofilos (C). .ooovvvveceeiiiiiiiieiici e, 43
Figura 14: Gréficos obtidos com o software Flow Jo na analise da amostra tratada com
acido clorogénico, substancia presente na Lychnophora pinaster, com marcador de
neutrofilos (Ly6 G). Determinacdo do quadrante da regido de leucdcitos totais (A).
Demarcacdo do quadrante Q3, onde estédo situados os leucécitos marcados com Ly6 G,
gue sdo os neutrdfilos (B). Histograma gerado a partir dos leucocitos totais e regiao

demarcada de NEULrOfilos (C). ..o e 44

Xii



Figura 15: Efeitos do extrato etandlico de Lychnophora pinaster (EEL), nas doses de 40,
125 e 375 mg/kg, das principais substancias (15 mg/kg) presentes na planta e da
indometacina sobre a migracao de neutrofilos para a cavidade periarticular da articulacéo
fémur-tibial em camundongos C57BL/6 com inducao de artrite por MSU (inflamagéo).....45
Figura 16: Efeito do extrato etandlico de Lychnophora pinaster (EEL), nas doses de 40,
125 e 375 mg/kg, das principais substancias presentes na planta e da indometacina sobre
a atividade da citocina IL-13 presente no tecido periarticular da articulagao fémur-tibial em
camundongos C57BL/6 com indugao de artrite por MSU (inflamag&o).. ............ccccccunnnnnns 46
Figura 17: Efeitos do extrato etandlico de Lychnophora pinaster (EEL), nas doses de 40,
125 e 375 mg/kg, das principais substancias presentes na planta e da indometacina sobre
a concentacao da citocina TNF-a na cavidade periarticular da articulagao fémur-tibial em
camundongos C57BL/6 com artrite induzida por MSU (inflamagao)..............ccccceeuunnnnnnnns 47
Figura 18: Comparacao dos efeitos do extrato de Lychnophora pinaster (EEL) nas doses
de 40, 125 e 375 mg/kg e da Vitamina C, composto antioxidante padréo, sobre a atividade
da enzima superoéxido dismutase (SOD) em camundongos C57BL/6 com inducgéo de artrite
[0 T\ I YO I (1] 1= T 4= To> o ) RS 48
Figura 19: Efeitos das principais substancias presentes em Lychnophora pinaster, na dose
de 15 mg/kg, e da vitamina C, composto antioxidante padrao, sobre a atividade da enzima
superoéxido dismutase (SOD) em camundongos C57BL/6 com inducéo de artrite por MSU
(112 T = Lo > o) RS PSPR 49
Figura 20: Efeito do extrato de Lychnophora pinaster (EEL) nas doses de 40, 125 e 375
mg/kg e da vitamina C, composto antioxidante padrdo, sobre a atividade da enzima
Catalase (CAT) em camundongos C57BL/6 com artrite induzida por MSU (inflamac&o). .50
Figura 21: Efeito das principais substancias presentes em Lychnophora pinaster, na dose
de 15 mg/kg, e da vitamina C, composto antioxidante padrdo sobre a atividade da enzima

catalase (CAT) em camundongos C57BL/6 com artrite induzida por MSU (inflamacéo)...51

Xiii



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Principais mediadores e estimulos pré-nociceptivos e seus receptores............ 10
Tabela 2: Situacao dos medicamentos para tratamento da gota de acordo com as agéncias
reguladoras ANVISA, FDA e EMA. Fonte: Azevedo et al. (2017). .....ccuvveviviiiieiieieiiiieenenne. 14
Tabela 3: Atividades farmacoldgicas descritas na literatura para as principais substanicas
encontradas em L. pinaster. Fonte: Silva, 2016, com adaptagdes. ............ccccceeuunmnnnnnnnnnns 23
Tabela 4: Resumo dos efeitos do EEL e das principais substancias deste extrato sobre a

nocicepcao, antiartrite gotosa e estresse OXidatiVo............eeuuueiiiiiieeriieeiiiiiie e 52

Xiv



SUMARIO

1. INTRODUGAO GERAL ......ouviuiitieeee ettt enenen, 1
2. REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt ettt ettt st ste e 2
2.1 AN GOUOSA ... 2
2.1.1  INFIAMAGAD ... 4
2.1.2  ESIreSSE OXIHAUVO .....ccoi i 5
2.1.3  DOI € NOCICEPGED ... 6
2. 1.4 CIOCINAS ..o 10
3. TRATAMENTO DA GO T A et e et e e e et e e e eeaanns 12
3.1 GENEro LYChNOPNOIa. ....ccciiiiiiiiiiiieiieee et a e e e 15
3.1.1 Lychnophora pinaster Mart. .........ooooiiiiiiiiii 16
3.1.2  DeSCrGAO DOIANICA. ......cee i 20

3.1.3 Atividades farmacologicas de Lychnophora pinaster e de seus componentes

(o [T 11001 oo 1S ST U PP PO PUPUTRPRP 21
N O 1= N | I Y 1 T 24
o B 1= - T ST PERRPR 24
A S o 1= Tox o o 1 S 24
TN 10 1S I [N I Y P PPEERPR 25
6. MATERIAIS E METODOS......ciiieieieeeeeteete ettt ettt saestestestestestestearesae s 27
6.1 Equipamentos, instrumentos, solventes, reagentes e farmacos ............................ 27
6.1.1 Preparo de SOIUGDES .......ciiiie ettt e e e e e e e e a e e eeaees 28
6.1.1.1 Solucdo tampédo PBS concentrada 10X pH 7,2 ......coovvviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 28
6.2 Material VEQELAL ........uuei i aaaaaara—— 29
6.2.1 Obtencao do extrato etandlico de Lychnophora pinaster............cccccevvvvieeeeeen.e. 29

6.2.2 Obtencdo dos constituintes quimicos principais presentes em L. pinaster e

utilizados para testes de atividade biolOgiCa.............ccuvvueiiiiiiiiiiiicee e 30
7. AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA......coooeieeeeeeeeeeeeeeee e ee e 30
7.1. ANIMAIS EXPEIMENTAIS ....uuuiii i e eeiieeieee e e e e e e e e e e e e e e e e e e sa e e aeaaes 30

7.2. Modelo experimental de hipernocicepc¢ao inflamatoria: teste de presséo crescente na

pata de camundongo (filamentos de von Frey) e da atividade antiartrite gotosa............. 30
7.1.1 Avaliacdo dos parametros inflamatdrios ...........cccoooeeeiiiiiiiiiiii e, 32
7.1.2 Contagem total de [@UCOCITOS.........uuuiiiiiieeiiieic e 33
7.1.3 Contagem de NeUtrOfilOS.........cooiiiiiiiiii e 33
7.2 Dosagens das citocinas IL1-B e TNF a no tecido periarticular................................ 34
7.3. Avaliacao dO eStreSSe OXIAALIVO ....cccuuvuuuiiieeeiiiieiiiie ettt 35

XV



7.2.1  Preparo do HOMOGENALO ........ccooeieeeeeeee e 35

7.2.2 Dosagem de proteinas totais (Método de LOWIY) .......ccooeeveiieiiiiiiiiieieeeeeeeeeeee 35
7.2.3 DiluiGA0 dO HOMOGENALO .......coo i 37
7.2.4 Dosagem de proteinas totais no tecido periarticular da articulacéo fémur-tibial. 37
7.2.5 Atividade da superoxido dismutase (SOD) ......cccoeeiiiiiiiiiiiiiiiieee e 37
7.2.6 Atividade da Catalase (CAT) ..o 38
7.4, ANAlISE EStatiStCa.......ccoe i e 38
8. RESULTADOS ..ottt e e e e e e e et e e et e e et e e et e e aneeeannnas 40
8.1. Avaliacdo do efeito antinociceptivo do extrato de L. pinaster e de seus constituintes
guimicos sobre a hiperalgesia induzida pelo MSU. ...........cccc 40
8.2. Avaliacdo dos parametros inflamatorios...........cccuvveiiiiiie i 42
8.2.1 Migracgao de NEULIOfilOS .........oooiiiiiiiie 42
8.2.2 Quantificacao da CitOCINA IL-T .. ..uuuiiieeeeiiieiiiiiie e e et e e e e e e e e e e e e eeeenee 45
8.2.3 Quantificagao da CIitoCiNa TNF-0.....coooiiiiiii 46
8.3. AVALIA(;AO DOS EFEITOS DE EEL E DOS CONSTITUINTES QUIMICOS
PRINCIPAIS SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO....ccccoiiiiiiiiiiiiiieee e 47
8.3.1. Avaliacdo da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)..........cceevvveenees a7
8.3.3. Avaliacao da atividade da enzima Catalase (CAT) .....uuueeeiieeeeieeeeiiiiiiieeeeeeeeennnnns 49
9. DISCUSSAD ....oiuiiieieieiieeietete ettt ettt sttt e e s sttt et et et et e e e st ae et er e e e e 53
10. CONCLUSAD ... ..ottt ettt ettt ettt e e e eenens 61
12. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coiiviitiiiiciecece et ee e ee et se et sae e anas 62
130 ANEXOS oottt e e et e e e e e e e ettt e e e e e e e aa b rrraaaaeaaaans 75
13.1 ProtOCOI0 CEUA. ... ..ttt 75

XVi



RESUMO

A gota € uma enfermidade que acomete as articulacdes e tecidos subcutaneos devido a
deposicao de cristais de acido Urico nestes locais, seguido de inflamacéo, dor e disfuncao
do membro atingido. Os farmacos disponiveis atualmente para o tratamento da artrite
gotosa sédo reduzidos, sua farmacoterapia ndo abrange todos os sintomas da gota em
apenas um medicamento e apresentam uma série de efeitos adversos, justificando a
necessidade da busca por novas opg¢Oes terapéuticas. As Lychnophoras, conhecidas
popularmente como “arnica”, sdo espécies utilizadas na medicina popular na forma de
solucdes hidroalc6olicas ou pomadas para o tratamento da dor, reumatismo e inflamacéo.
Pesquisas anteriores realizadas na UFOP demonstraram os efeitos do extrato etandlico da
Lychnophora pinaster (EEL) sobre a hiperuricemia, inflamagédo e nocicepgao. O presente
estudo avaliou os efeitos do EEL e de seus constituintes quimicos principais sobre a artrite
induzida por cristais de urato monossodico (MSU) na articulacdo fémur-tibial de
camundongos C57BL/6 e sobre o estresse oxidativo. Como resultado da atividade
antinociceptiva, o EEL na maior dose avaliada, reduziu o limiar de nocicepcdo de maneira
equivalente a indometacina, farmaco anti-inflamatério (padrdo) do experimento.
Provavelmente as substancias presentes no EEL, acido cinamico, quercetina, lupeol e
estigmasterol foram responsaveis pelo efeito antinociceptivo de EEL, sendo que o lupeol
foi mais efetivo que a indometacina. Na determinacéo da atividade antioxidante, o EEL néao
apresentou efeito sobre a atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT) no tecido periarticular. Das substancias avaliadas, apenas vitexina promoveu o
aumento da atividade da CAT e o acido E-licnoférorico estimulou o aumento tanto da
atividade da SOD quanto da CAT. A reducao da migracdo de neutrofilos para a cavidade
periarticular da articulacédo fémur tibial dos camundongos foi observada nos grupos tratados
com diferentes doses do EEL e nos grupos tratados com as substancias presentes em L.
pinaster, acido cinamico, rutina, quercetina, vitexina, lupeol, estigmasterol, acido cafeico e
acido clorogénico. Neste trabalho o efeito anti-inflamatério do EEL observado, ocorreu pela
inibicdo da migracédo de neutréfilos e pela reducdo das concentracdes das citocinas proé-
inflamatorias, IL-18 e TNF-a, na regido inflamadada. Todas as substancias detectadas no
EEL contribuiram para os efeitos do extrato sobre a artrite. O acido cinamico, a rutina, acido
E-licnoférico e o estigmasterol demonstraram sua capacidade de inibicdo da IL-1B. J4 o
acido cafeico e a vitexina promoveram a diminui¢do tanto da citocina IL-13, como do TNF-

a. Dessa forma, o extrato etandlico de Lychnophora pinaster e seus constituintes principais
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se mostraram promissores para o tratamento da dor e inflamacao decorrentes da artrite
gotosa.

Palavras-chaves: Lychnophora pinaster, dor, inflamacgéo, gota, neutrdéfilos, IL-1B8, TNF-q,
SOD, CAT.
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ABSTRACT

Gout is a disease that affects joints and tissues due to the deposition of uric acid crystals at
these sites, followed by inflammation, pain, and dysfunction of the affected limb. Drugs
currently available for the treatment of gouty arthritis are reduced and present adverse
effects, justifying the need to search for new therapeutic options. Lychnophoras species,
popularly known as "Brazilian arnica”, are used in folk medicine in the form of hydroalcoholic
solutions or ointments for the treatment of pain, rheumatism, and inflammation. Scientific
research conducted at UFOP demonstrated the effects of the ethanolic extract from
Lychnophora pinaster Mart. (EEL) on hyperuricemia, inflammation, and nociception. Present
study evaluated effects of EEL and its main chemical constituents on arthritis induced by
monosodium urate crystals on the femur-tibial joint of C57BL / 6 mice and on oxidative
stress. Results of the antinociceptive activity showed that EEL, in the highest dose
evaluated, decreased the nociception threshold like to indomethacin, drug used as a positive
control of the experiment. Cinnamic acid, quercetin, lupeol, and stigmasterol were
responsible for the antinociceptive effect of EEL, with lupeol being more effective than
indomethacin. In the determination of the antioxidant activity, EEL had no effect on the
activity of SOD and CAT enzymes in periarticular tissue. Of the evaluated substances, only
vitexin promoted increased CAT activity and E-lichnophoric acid stimulated increased SOD
and CAT activity. Reduction of the neutrophil migration to the periarticular cavity of the
femur-tibial joint of the mice was observed in the groups treated with different doses of EEL
and also in the groups treated with the substances present in EEL, cinnamic acid, rutin,
guercetin, vitexin, lupeol, stigmasterol, caffeic acid and chlorogenic acid. Anti-inflammatory
effect promoted of EEL was due to inhibition of neutrophil migration and the reduction of the
concentrations of the proinflammatory cytokines IL-18 and TNFa in the inflamed region. All
substances detected in EEL were responsible for the effects of this extract on arthritis.
Cinnamic acid, rutin, E-lichnophoric acid, and stigmasterol demonstrated their ability to
inhibit IL-1B. Caffeic acid and vitexin promoted a decrease in both IL-1B and TNFa cytokines.
Thus, ethanolic extract of L. pinaster and its main constituents proved promising for the

treatment of pain and inflammation resulting from gouty arthritis.

Keywords: Lychnophora, pain, inflammation, gout, neutrophils, IL-18, TNF-a
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1. INTRODUGCAO GERAL

A gota é uma artrite inflamatoria, que se caracteriza quando hid um disturbio do
metabolismo de purinas. Dessa forma quando os niveis séricos de urato, encontram-se
superiores a 6,8 mg/dl (Tausche et al., 2009) € desencadeado a hiperuricemia, que
juntamente com o aumento da sintese acido Urico e diminui¢céo da sua excrec¢ao pelos rins,
pode haver cristalizagdo do monourato de sddio e sua deposicao nas articulacdes, tecidos
subcutaneos e rins. Esses cristais desencadeiam uma resposta imunologica, dando origem
a inflamacéao no local afetado (Lima et al., 2015; Lioté e Ea, 2006).

Descrita ha mais de dois milénios, a gota também era conhecida como “ Doenga dos
Reis”. Naquela época os homens das altas classes e da realeza tinham uma vida farta de
carnes e vinhos, associada ao sedentarismo (Hochberg et al., 2015). Esses fatores estéo
ligados a predisposicao a artrite gotosa, pois 0 consumo em excesso de carne e vinho
resultam no aumento da catabolizacdo do &cido urico pela via das purinas no organismo
humano. Outros fatores que predispdem a gota séo, o sexo masculino, mulheres na pos
menopausa, obesidade, hipertensdo arterial, insulficiéncia renal e o uso de alguns
medicamentos, como os tiazidicos (Mediavilla e Miguel, 2011).

O acido urico é o produto final de catabolizacdo das purinas em humanos, portanto
guando ha um distarbio metabdlico na sua sintese ou excrecao, utiliza-se como principais
recursos terapéuticos no tratamento da gota, farmacos para controle da hiperuricemia,
medicamentos uricosuricos e terapia anti-inflamatoéria. (Souza, 2012).

Ha& muitos anos os seres humanos procuram na natureza alternativas que tragam
melhorias a sua saude e aos seus habitos cotidianos, de forma que aumentem também sua
expectativa e qualidade de vida (OMS, 2000). Por isso o0 uso das plantas medicinais ja faz
parte da rotina de muitas pessoas. Nas Ultimas décadas o interesse pela fitoterapia
aumentou consideravelmente entre 0os grupos de usuarios, pesquisadores e servidores da
saude publica. Dados relatados pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) confirmaram
esse estudo, indicando que 80 % da populacdo dos paises em desenvolvimento utilizam
préaticas tradicionais nos seus cuidados basicos de saude e 85 % usam plantas medicinais
ou preparacdes destas. Sendo assim, os estudos sobre a etnobotanica e etnofarmacologia
das plantas medicinais tem tido mais foco na ciéncia (Oliveira, 2017).

Com isso, € necessario realizar estudo do EEL e suas substancias majoritarias, tendo
como objetivo a avaliagdo da atividade farmacologica na artrite gotosa, inflamacéo e

nocicepcgao.



2.  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Artrite Gotosa

Cerca de 200 anos a hiperuricemia é considerada a principal etiologia da gota, uma
artrite inflamatéria causada pela precipitacdo de acido Urico nas articulacdes, tecidos e
liqguido sinovial (El-Tantawy, 2019). Grande parte dos enfermos com historico de
hiperuricemia ndo desenvolve a gota, porém 10% dos hiperuricémicos manifestam a gota.
(Tausche et al., 2009).

O acido urico € o produto final do metabolismo das purinas (Figura 1). Em condicdes
normais, ele encontra-se dissolvido no sangue e é eliminado através da urina para que
possa ser excretado pelos rins (Heckler, 2017). A fisiopatologia da gota se inicia com a
degradacédo das purinas no organismo humano, que origina como produto final o acido
urico. Em alguns casos identificados em primatas, a gota esta associada a auséncia do
gene que decodifica a uricase, uma enzima responsavel pela conversao do acido urico em
alantoina, que tem caracteristicas mais soluveis que o acido urico, figura 1 (Santos, 2016).
Nesse caso a auséncia do gene que decodifica essa enzima também resulta no MSU como
produto final (Hochberg, et al.,, 2015). Estas purinas sao provenientes da dieta, da
conversdo do acido nucleico tecidual em nucleotideos de purina e da sintese do novo de

base purinicas (Strilchuk et al., 2019).
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Figura 1: Rota do metabolismo das purinas (Adenina e Guanina). Fonte: Nelson e Cox, 2014, com adaptacdes.

A hiperuricemia é caracterizada por anormalidades nos sistemas enzimaticos de
regulacdo do metabolismo de purinas ou diminuicdo da excrecdo de acido urico pelos rins,
juntamente com a elevacao de acido Urico sérico superior a 6,8 mg/dl (Strilchuk et al., 2019).

Alguns fatores comportamentais sdo preponderantes para o desencadeamento da
gota, sendo o estilo de vida de cada pessoa um dos principais fatores para o aumento das
chances de adquiri-la. O primeiro deles é o alto indice de massa corplrea, pois esta
influencia na baixa excrecao de acido Urico, juntamente com o aumento da producao de
purinas provinda da dieta, proporcionando maiores riscos ao surgimento da hiperuricemia
e gota. A ingesta de alimentos ricos em purinas, como peixes, frutos do mar e carnes
vermelhas, associados a ingestdo de gorduras saturadas, que sao fontes de aumento da
resisténcia insulinica em obesos, leva a reducao renal de urato.

O segundo fator que predispde a gota é a ingestao de bebidas alcodlicas, onde o risco
em desenvolver gota, possui caracteristica dose-dependente. O alcool age tanto na

reducdo da excrecdo, quanto no aumento da produc¢éo do acido Urico.



Os niveis de acido urico sérico podem ter relagcdo com as doencas cardiovasculares,
como a hipertensédo e o risco de eventos coronarianos e também podem estar ligados ao
desenvolvimento de doencas renais (Choi e Curhan, 2017; Park et al., 2014; Pasalic et al.,
2012; Roddy e Choi, 2014; Zang et al., 2006).

Por fim, tém-se medicamentos que induzem ou diminuem a hiperuricemia. O salicilato,
fenofibrato, losartana e bloqueadores de canais de célcio, sdo medicamentos com efeitos
hipouricémicos, ja os beta bloqueadores e tiazidicos elevam os niveis séricos de acido Urico
(Santos, 2016).

2.1.1 Inflamacéo

A Inflamacé&o é uma resposta do organismo com o objetivo de protegé-lo de danos
celulares causados por micro-organismos, agentes fisicos e quimicos, necrose tecidual,
reacdes imunologicas, reacdes alérgicas, entre outras. (Lima et al., 2007; Orellano, 2015).
Inicialmente, a resposta inflamatdria € inespecifica, também chamada de resposta inata,
pois ela independe do agente agressor. A sequéncia de eventos apds a resposta inata
dependera do agente agressor e do tipo de tecido ou 6rgdo atingido, o que levara a
diferentes sintomas e diferentes formas de defesa, por isso entdo chamadas de resposta
imune especifica ou adaptativa (Coutinho et al., 2009).

O processo de resposta inflamatdria inicia-se com o aumento do fluxo sanguineo,
aumento da permeabilidade vascular, edema e dor. Esses fatores estéo relacionados com
a migracao de diferentes células imunoldgicas, que sao coordenadas por moléculas pro e
anti-inflamatorias, como prostaglandinas (PGs) e citocinas. As primeiras células a migrarem
para o tecido lesado séo os neutrofilos e mastécitos teciduais, com subsequente surgimento
de diferentes células do sistema imune para o local da lesdo, como linfocitos, células
dendriticas, mastacitos, fibroblastos, entre outras. Juntamente a essa sequéncia de eventos
desempenhadas pela resposta imune inata, esta a reacao adaptativa, que esta relacionada
especificamente a um determinado agressor, para dar suporte a rea¢do imune inata, onde
linfocitos migrardo para a area afetada e iniciardo o processo de producdo de anticorpos.
Dessa forma, o processo inflamatorio inibe a proliferacdo do patdgeno agressor e
reestabelece o tecido (Coutinho et al.,2009; Lima et. al, 2007; Orellano, 2015).

O processo inflamatério da artrite gostosa acontece na crise aguda desta patologia,
onde os cristais de urato presentes nas articulagdes e tecidos moles se acumulam, e sofrem

acdo das células imunologicas que estdo no liquido sinovial, como os macrofagos, que



agem fagocitando os cristais de 4cido Urico. A partir de entdo sé&o liberadas citocinas, tais
como interleucina 1 B (IL-1B), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e fator de necrose
tumoral a (TNF-a), que atuam aumentando a dilatacdo dos vasos sanguineos e a
permeabilidade celular, de modo que haja o recrutamento de outras células, sendo a
principal delas os neutroéfilos, que ao ingerirem cristais de acido urico (MSU) sofrem morte
celular, com consequente liberagdo de enzimas lisossomais. Este processo de formagéao
do inflamassoma de neutrdfilos tem duracdo de sete dias, e esta associado aos episddios
de crise da gota (Lima, 2014). Além disso, o0 estresse oxidativo nas células de defesa do
organismo também liberam diversos mediadores pré-inflamatdrios no processo de

inflamagéo nas articulagdes (Azevedo et al., 2017; Lima, 2014; Machado et al., 2009).

2.1.2 Estresse oxidativo

Em organismos aerdbicos é normal ocorrer producédo de radicais livres, devido ao
metabolismo do oxigénio e a alguns eventos patoldgicos, tendo como consequéncia a
reducdo incompleta desse componente quimico, e entdo a formacdo de radicais livres.
Porém o grande problema esta na producao excessiva desses radicais, que pode levar a
um desequilibrio entre a capacidade de defesa antioxidante do sistema e a producédo dos
radicais, causando efeitos nocivos ao sistema biolégico. Esse desequilibrio € chamado de
estresse oxidativo (Machado et al., 2009; Ferreira, 1997).

O sistema de defesa antioxidante € gerado para proteger as células do estresse
oxidativo, e assim evitar que importantes células percam suas funcdes vitais. Dessa forma,
0 sistema imunoldgico possui duas vertentes de protecdo, uma delas age antes de ocorrer
a lesdo, composta pelas seguintes substancias: glutationa reduzida (GSH), superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. Ja a
segunda vertente tem como funcdo reparar a lesdo celular, e € composta pelo acido
ascorbico, glutationa redutase (GSH-Rd) e pela GSH-Px, entre outros.

O sistema antioxidante composto pela enzima hemeproteica CAT, presente no
citoplasma das células, tem como funcao dismutar o peroxido de hidrogénio em oxigénio e
agua, sendo essa reacdo dependente do NADPH, como ilustrado na Figura 2 (Barreiros et.

al, 2006; Ferreira et al., 1997).



catalase

2H,0, yappn 02 +2H,0

Figura 2: Dismutagédo do perdxido de hidrogénio em oxigénio e agua. Fonte: (Barreiros et. al, 2006)

Similar & CAT temos outra enzima antioxidante, chamada SOD, que também catalisa
a dismutacdo de moléculas. Neste caso, a SOD converte o radical superdxido em peréxido
de hidrogénio e oxigénio na presenca do préton H* (Figura 3). Ela pode estar presente em
duas formas no organismo, ligada ao cobre e zinco (SOD-cobre-zinco) presente no citosol
ou ao magnésio (SOD-magnésio), encontrada nas mitocdndrias (Barbior, 1997; Ferreira et.
al, 1997).

SOD
205 +2 H* = 0, + H,0,

Figura 3: Dismutacdo do superoxido em peroxido de hidrogénio e oxigénio. Fonte: (Barbior, 1997).

O estresse oxidativo € um evento que também esta relacionado a crise aguda da gota.
Este ocorre quando no organismo ha um desequilibrio entre a oxidacdo de moléculas
biologicas, decorrentes da acao de radicais livres e a protecdo antioxidante proveniente do
sistema de defesa. Dessa forma, o sistema imunoldgico atua sobre os radicais livres, anion
superoéxido e peréxido de hidrogénio produzindo IL-2. Essa interleucina € um importante
fator na resposta imunoldgica e, consequentemente, na inflamacéo sendo responsavel pela
maturacao, diferenciacdo e ativacdo das células T (Azevedo et al., 2017; Lima, 2014;
Machado et al., 2009; Smith, 1988). Sendo assim, o estudo das moléculas antioxidantes &

extremamente importante para elucidar o mecanismo do estresse oxidativo na inflamacéo.

2.1.3 Dor e nocicepcao

O conceito sobre a dor surgiu pela primeira vez pela Associacao Internacional para o
Estudo da dor, em 1986, onde ela foi definida como uma percepcdo de um estimulo
potencialmente lesivo ao organismo (lasp, 1986). Um evento doloroso tem como funcéo,
anunciar ao organismo sobre o risco de uma lesdo, comportando-se como um mecanismo
de protecéo (Klaumann et al., 2008).

Jé a percepcao do estimulo esta diretamente relacionada aos nociceptores, presentes
em maior quantidade na pele, vasos, musculos, articulagbes e visceras, que ao receber um

estimulo sobre uma lesdo ou um sinal doloroso, imediatamente faz uma transducéo desse
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sinal ao sistema nervoso central, de forma que o organismo reaja protegendo-se da dor ou
lesdo (Alves et al., 2017; Klaumann et al., 2008). Nociceptores sao receptores sensitivos
primarios que se encontram na pele, érgaos e articulagdes (Ferreira, 2010; Alves, 2017).

O termo nocicepcéo e antinocicepcao sdo usualmente empregados a animais, uma
vez que eles ndo sao capazes de verbalizar a dor, o que os difere dos humanos e, portanto,
séo correlacionados a eventos dolorosos como dor e analgesia, respectivamente (Jones,
1992).

A dor nociceptiva ocorre quando ha ativacdo direta dos nociceptores devido a um
estimulo térmico, mecénico ou quimico (Sherrington, 1906).

O processo doloroso se inicia com a transformacdo de um estimulo agressor em
potenciais de acdo (Rocha et al., 2007). O estimulo lesivo ativa 0s nociceptores presentes
nas terminagdes nervosas das fibras nociceptivas Ad e C, sendo a primeira mielinizada e,
portanto, sua transmissao de sinal doloroso se faz de forma mais rapida, ja que o nociceptor
C nao é mielinizado, fazendo dele um transdutor de sinal lento. As fibras C estédo
relacionadas aos nociceptores que agem atraveés de estimulos quimicos, térmicos e
mecanicos e as fibras Ad estdo associadas a mecanoreceptores (Meyer et al., 1994). Essas
fibras nervosas periféricas transferem sinais para o sistema nervoso central (Rocha et al.,
2007). O estimulo agressor é traduzido em sinais elétricos, passando pelo corno dorsal da
medula espinhal e centros supraespinhais que serdo transmitidos ao sistema nervoso
central, onde na regido do cortex cerebral sera interpretado como dor (Besson & Chaouch,
1987).

As fibras nociceptivas Ad e C possuem subtipos que estdo relacionados com
alteracoes periféricas, sendo classificadas com Ad1, Ad2, C1 e C2 (Neto, 2009).

A dor inflamatéria esta diretamente relacionada a sensibilizacdo de nociceptores
periféricos, que compdem as fibras nervosas aferentes primarias (fibras nociceptivas Ad e
C), na presenca de estimulos ocasionados por mediadores pro-inflamatorios ou a algum
evento estimulador pré-nociceptivo, alguns deles demonstrados na tabela 1 (Fattori, 2016).

A transducao de sinal dos nociceptores se inicia por meio de sua sensibilizacéo
ocasionada a partir de alguns estimulos nocivos, o estimulo nocivo pode ser térmico,
mecanico ou quimico. Como exemplo desses estimulos temos respectivamente, variacdo
de temperatura, diferenca de pressdo osmadtica nas células ou estiramento do tecido,
auséncia de oxigénio no sangue para manter as funcgdes vitais ou dano tecidual seguido de
inflamac&o. Além dos nociceptores ativos existe o nociceptor silencioso, o qual nao
responde a estimulos, a excecao de a¢des de mediadores inflamatérios ou em resposta a

um agente agressor. Dessa forma, 0s nociceptores silenciosos, também chamados de



“silent”, s6 s&o sensibilizados e respondem a estimulos sensoriais apos a agao destes
mediadores, que podem ser cininas, bradicininas, histamina, hidrogénio, potéassio,
citocinas, entre outros (Ferreira, 2010; Alves, 2017).

Normalmente os nociceptores de dor sao ativados pela acao de substancias quimicas
presentes no organismo, como a acetilcolina, bradicinina, histamina, serotonina,
leucotrieno, substancia P, fator de ativacdo plaquetario, radicais acidos, ions potassio,
prostaglandinas, tromboxano, interleucinas, TNF-a, fator de crescimento nervoso, e AMPc
(Bedbook, 1976; Piotrowisk et al.,1986).

Os neutrdéfilos séo as primeiras células a serem recrutadas apos um estimulo lesivo
com consequente inflamacdo e estes tém um papel essencial na continuidade da dor
inflamatéria, pois quando recrutados liberam citocinas pro inflamatdérias, dentre elas, IL-1p,
TNF-a e IL-33 (Verri et al., 2006). Ap6s danos a tecidos ou células, uma sequéncia de
citocinas pro-inflamatoérias ativam a liberacdo de aminas simpaticas e PGE2 que fazem a
excitacdo dos nociceptores, sensibilizando-os (Zarpelon et al., 2013). Citocinas
frequentemente agem em efeito cascata, ou seja, citocinas estimulam uma célula alvo a
produzirem mais citocinas (Oliveira et al., 2011). Dessa forma, a citocina IL-33, que faz parte
da familia das citocinas IL-1, inicia uma cascata, na qual é estimulada a producédo de TNF-
a, em sequéncia IL-6, IL-1B e PGE2. Além disso, a sequéncia de producao de TNF-a, CXCL1,
IL-18 e aminas simpaticas também é estimulada (Zarpelon et al., 2013). Os produtos finais
como a PGE2 e as aminas simpaticas sdo considerados mediadores finais da dor
inflamatoria, devido ao fato das células neuronais possuirem receptores especificos para
PGs e, assim, elas sensibilizam diretamente os nociceptores (Neto., 2009). Conforme os
mediadores finais (PGE2 e aminas simpaticas) se ligarem aos seus receptores, séo ativadas
a liberacdo de proteinas quinases, como a PKA e a PKC, que irdo fosforilar canais ibnicos
(TRPV1, TRPAL e Navl.8) ativando os nociceptores (Fattori., 2016).
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Figura 4. Representacdo esquematica da via ascendente da dor. Fonte: Silveira, 2014.

Existem também outros mediadores liberados por neutréfilos que levam a
hipernocicepcao, séo eles a endotelina (Verri et al., 2009; Zarpelon et al., 2013; Zarpelon et
al., 2012), LTB4 (Guerrero et al., 2008), proteina do complemento C5a (Ting et al., 2008), e
espécies reativas de oxigénio (EROS), sendo a principal delas o anion superoxido (Janes et
al., 2012; Miole et al., 2015; Wang et al., 2004).

A dor crénica nos anos 2000, passou a ser relatada também como dor neuropatica,
sendo utilizada para descrever dores de origem neural, consequentemente designando uma
patologia do sistema nervoso. Essa dor é gerada devido a lesdes que acometem o sistema
nervoso, resultante de doencas do tipo autoimune, doencas metabdlicas, infeccédo, doenca
de origem vascular, traumas e cancer (Silveira, 2014). A dor neuropatica € desencadeada
através das vias nociceptivas, onde 0s nociceptores sao capazes de enviar impulsos elétricos
propagaveis pelas células excitaveis, que chegam a cadeia de ganglios simpaticos
paravertebrais (paralela aos ganglios de raiz dorsal). O aumento do tbnus simpatico e de
inervacdes simpaticas, alteracdes na sensibilidade de canais idbnicos e excitabilidade neural,
ocorrem nos neurdnios dos ganglios de raiz dorsal (DRG), para desencadear o processo de

dor neuropatica (Pertovaara, 2013).



Tabela 1. Principais mediadores e estimulos pré-nociceptivos e seus receptores.

Mediador/Estimulo Receptor
IL-18 IL-1R
TNF-a TNFR
Bradicinina Bl e B2
LTB4 BLT1 e BLT2
PGE2 EP3
ATP P2X2, P2X3 e P2X7
Cbha C5aR
Endotelina-1 ETAeETB
Calor / pH baixo TRPV1
Mécanico / Irritantes TRPA1
Frio TRPM8
Frio Nav1.8
pH baixo ASIC

Fonte: Fattori., 2016; Braz et al.,2014; Burnstock et al., 2009; Guerrero et al., 2008; Mogil et al., 2000;
Nakamura et al., 1987; Scholz et al., 2002; Verri et al., 2006; Woolf et al., 2000

2.1.4 Citocinas

Citocinas sao polipepitideos ou glicoproteinas extracelulares, hidrossoliveis que
atuam em células vizinhas, por mecanismo paracrino, também em suas células produtoras
(mecanismo autécrino) e de forma enddcrina, em células distantes (Varella e Forte, 2001).
As citocinas sdo produzidas por diferentes tipos de células quando ocorre uma lesdo. Uma
mesma citocina pode induzir uma célula a produzir outra citocina, sendo assim, realizado o
efeito cascata e, desse modo, elas podem regular tanto a producédo de outras citocinas,
guanto sua atividade. Como exemplo, elas podem aumentar a resposta de um processo
inflamatorio, agindo como citocina pro-inflamatéria ou até mesmo diminuir essa resposta,
agindo como anti-inflamatoria. Elas também podem atuar na transcricdo génica de células
imunoldgicas, de forma a influenciar na atividade, diferenciacéo, proliferacdo e sobrevida
das células imunoldgicas (Oliveira et al., 2011).

Existem células no sistema tissular que sdo fundamentais para a producdo da
interleucina do tipo IL-1, sendo monécitos e macréfagos a principal fonte de IL-1B, j4 os
queratindcitos produzem a IL-1a. Ha outros tipos de células que também produzem IL-1,
sendo elas células endoteliais, fibroblastos, midcitos, células de Langerhans e linfécitos B

e T. Outras citocinas e patdogenos também podem induzir a producéo de IL-1, como o TNF-
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a, Interferon a (IFN-a), B, gama, lipopolissacarideos (LPS), virus e antigenos (Arend, 1991;
Varella e Forte, 2001).

A IL-13, desempenha muitas fungdes no organismo, podendo destacar sua agdo no
hipotalamo, agindo como pirégeno enddgeno, ou seja, que estimula a producéo de PGE2.
A IL-1B ainda pode regular sua propria sintese, inibindo sua producdo por meio da
estimulacdo da hipodfise posterior, que ira produzir o horménio liberador de corticotrofina
(CRH). Este agira na hipofise anterior para a liberacdo do hormdnio adrenocorticotréfico
(ACTH), que de forma sequencial vai estimular a regido fasciculada do cértex da adrenal,
gerando corticosteroides para inibir a sintese primaria de IL-1. Além disso, a IL-1 B ainda
causa a hiperglicemia em pacientes diabéticos com processo infeccioso e aumentam a
atividade de osteoclastos e adipécitos (Rothewell, 1991; Varella e Forte, 2001).

Em 1975 o TNF foi estudado e designado como um fator presente no soro capaz de
necrosar as células tumorais (Carswell et al., 1975; Junior, 2008). A producéo do fator de
necrose tumoral, TNF-a, é estimulada por alguns fatores, como Interferon (INF), IL-1, IL-2,
fator estimulador de colonias de granulocitos e macrofagos (GM-CSF), substancia P,
bradicinina, imunocomplexos, inibidores da cicloxigenase e fator ativador de plaquetas
(PAF). Esta citocina é produzida, principalmente, por macrofagos, porém sintetizada
também por monacitos, neutrofilos, células T e NK, apds estimulacédo por LPS (Tracey e
Cerami, 1993).

O TNF pode ser classificado de trés formas, o tipo TNF, a linfotoxina (LT) a e a LT.
Elas podem tanto estar soluvel no soro, como ligado a membrana das células, sendo que
a forma soluvel s6 é secretada, apos acdes enzimaticas da TACE (TNF-alfa-converting
enzyme), que é seu precursor ligado a membrana, dessa forma o TNF é clivado e liberado
(Tracey et al.,2008; Junior, 2008).

Existem receptores que séo especificos para o TNF-a, chamados de TNF-R | e I,
gue ao se ligarem podem ativar uma proteina com funcdo apoptoética, dessa forma o TNF
a pode desempenhar a proliferagcao da célula, com a expressdo do gene ou seguir para a
morte celular ou até mesmo agir das duas formas (Barbosa et al., 2018; Abbas et al., 2015).

Tanto a IL-1 B como o TNF-a, sdo importantes mediadores na dor inflamatéria, e no

processo inflamatorio da artrite gotosa.
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3. TRATAMENTO DA GOTA

O tratamento da artrite gotosa possui duas vertentes, uma voltada para tratar a crise
aguda e outra utilizada como terapia a longo prazo. A primeira etapa se deve ao controle
da inflamacéao, alivio da dor e diminuicdo da incapacitacdo articular que sdo comuns na
crise aguda. Ja na segunda etapa utiliza-se de métodos e farmacos que previnem as crises
agudas e que diminuem as concentrac¢des de &cido Urico no sangue e, consequentemente,
nas articulacdes (Azevedo et al., 2017).

Para tratar a inflamacéo decorrente da gota aguda utiliza-se como primeira escolha
os anti-inflamatdrios nédo asteroidais (AINES), que atuam inibindo as cicloxigenases (COX
1 ou COX 2), as quais catalisam a formacédo de PGS a partir do acido araquidénico. Como
exemplo tem-se a indometacina, naproxeno, ibuprofeno, aspirina e celecoxibe, que
dependendo da intensidade da crise, podem ser administrados em doses elevadas. Os dois
primeiros farmacos citados possuem uso tradicional, porém tais substancias dispdem de
efeitos adversos, como toxicidade gastrointestinal e renal, além de possibilitar sangramento
gastrintestinal (Azevedo et al., 2017; Lima, 2014).

Em casos de crise aguda também pode-se utilizar a colchicina, um agente anti-
inflamatorio, com funcao antimitética e com um estreito indice terapéutico, ou seja, sua dose
terapéutica € muito préxima da dose toxica, sendo assim, pode ocasionar vomitos, diarréia
e dor abdominal, além de varios outros efeitos menos prevalentes e mais sérios, como
hepatite, supressdo da medula 6ssea, neuropatia e insuficiéncia cardiaca (RDC 232, 2005).
Ja4 nos casos de hipersensibilidade aos AINES ou a colchicina € recomendado a
corticoterapia por via intra-articular ou sistémica (Mediavilla e Miguel, 2011).

O farmaco canaquinumabe € um anticorpo monoclonal anti IL-1, que apesar de ser
menos comum, também pode ser utilizado em alguns casos de crise inflamatéria da gota
(Azevedo et al., 2017).

Para o tratamento de casos cronicos de gota sdo usados os inibidores da enzima
xantina oxidase, responsavel pela sintese do acido Urico. Existem dois farmacos
disponiveis no mercado e muito utilizados para essa funcionalidade, o alopurinol e o
febuxostate. Tendo o primeiro 90% de efetividade no tratamento da reducao de acido arico
sérico entre os pacientes, e ainda considerado um medicamento relativamente seguro e
financeiramente acessivel. O alopurinol possui como principal metabdlito ativo, o oxipurinol
e os dois inibidores competitivos ndo especificos das enzimas hipoxantina oxidase e xantina
oxidase, respectivamente. Essas duas enzimas fazem parte da sintese do &cido drico,

desta forma esses dois farmacos diminuem a produgdo de uratos. Porém o oxipurinol
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corresponde a 90% da biodisponibilidade do alopurinol e sua principal fonte de excrecao é
renal.

J& o febuxostate tem seu metabolismo essencialmente hepético, sendo minima a sua
quantidade excretada pelos rins, demonstrando ser um farmaco com grande potencial como
primeira opgéo para pacientes com doengas renais. Além disso, ele é um inibidor altamente
especifico da xantina oxidase, inibindo-a tanto na forma reduzida quanto oxidada, por
bloqueio competitivo ou ndo competitivo (Figura 5) (Azevedo et al., 2017; Choi et al., 2004).

Em comparacao com o alopurinol, o febuxostate dispensa ajustes de doses e também
possui menos interacdes medicamentosas, o que faz dele um farmaco mais eficaz e seguro.
Porém ele ndo esté livre de efeitos adversos, pois seu uso esta relacionado com alteracdes
na funcdo hepatica e em alguns casos observou-se efeitos adversos cardiovasculares, o
gue limita 0 seu uso em pacientes com insuficiéncia cardiaca. Outro detalhe é que a
Agéncia nacional de vigilancia sanitaria (ANVISA) ainda nédo liberou a entrada do
febuxostate no Brasil e seu alto custo dificulta 0 uso deste medicamento no pais (Azevedo
et al., 2017).

Apesar do alopurinol ser um medicamento efetivo em reduzir os niveis de acido arico
no sangue, ele possui muitos efeitos adversos como reacgdes alérgicas, erupcdes cutaneas,
hepatite, febre e nefropatia (Mcinnes et al., 1981; Kong et al., 2000).

Por fim, temos os farmacos uricosuricos probenecida, benzbromarona e
sulfinpirazona, que agem inibindo a proteina transportadora trocador de anion urato renal 1
(URAT 1) no tabulo contorcido proximal do rim, de forma a impedir a reabsorcédo de urato,
levando a uma maior excrecdo de &cido urico na urina. Em 2003, a benzbromarona foi
proibida em alguns continentes devido a grave toxicidade causada no figado e supresséo
medular éssea.

Os agentes uricosuricos sdo medicamentos utilizados como segunda opcdo no
tratamento da gota, pois como primeira op¢ao sempre € indicado um hipouricemiante, como
os inibidores de xantina oxidase. Além disso, ha grande propenséao a formacéo de calculos
renais, porque esses medicamentos aumentam a concentracdo de uratos nos ductos
coletores dos rins. Alguns outros medicamentos também j& apresentaram moderada
atividade uricosurica, como losartana e fenofibrato (Azevedo et al., 2017; Mediavilla e
Miguel, 2011).

Outra opcédo para a terapéutica da gota é o lesinurade, medicamento desenvolvido
para tratar o HIV, por inibir a enzima transcriptase reversa. Este se mostrou como um
promissor uricosurico, porém ainda esta em estagio de aprovagéo para este fim (Bach e
Simkin, 2014).
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Dentre todos os farmacos urisosuricos citados, alguns deles ainda néo séo liberados
para uso no Brasil, como o febuxostate e sulfinpirazona demonstrados na tabela 2, assim
como o canaquinumabe, medicamento anti-inflamatoério, e Pegloticase, medicamento

hipouricémico, utilizados no tratamento da gota em outros paises.

Tabela 2: Situacdo dos medicamentos para tratamento da gota de acordo com as agéncias reguladoras
ANVISA, FDA e EMA. Fonte: Azevedo et al. (2017).

Medicamento

Agéncia Reguladora

ANVISA FDA EMA
AINES Liberado Liberado Liberado
Colchicina Liberado Liberado Liberado
Corticosteroides Liberado Liberado Liberado
Canaguinumabe Né&o liberado Liberado Liberado
Alopurinol Liberado Liberado Liberado
Febuxostate Né&o liberado Liberado Liberado
Probenecida Liberado Liberado Liberado
Benzbromaroma Liberado N&o liberado N&o liberado
Sulfinpirazona N&o liberado Liberado Liberado
Pegloticase N&o liberado Liberado Liberado

Anvisa, Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brasil); EMA, Euro-pean Medicines
Agency (Europa); FDA, Food and Drug Administration (EUA).

Héa espécies animais que ndo originam urato como produto final do metabolismo de
purinas, em seu lugar produzem alantoina, um composto mais soltvel e facil de ser
excretado. Porém, o acido urico é um antecessor a esse produto de excrecao e pela acéo
da enzima uricase, ele € convertido a alantoina. A pegloticase € uma enzima que atua de
maneira semelhante a uricase e aparece como uma op¢ao para reduzir a concentracao de
acido urico circulante (Wu et al., 1992). No entanto, todas as terapéuticas descritas acima
possuem limitacdes e a busca por novas opc¢des para o tratamento da hiperuricemia e gota

sdo necessarias.

Na figura 5 encontram-se ilustrados mecanismo de acdo e vias de excrecdo dos

principais farmacos citados nesse tépico.
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Figura 5: Medicamentos e suas vias de acdo para o tratamento da Gota. Fonte: Revista Brasileira de
Reumatologia, 2017.

3.1 Género Lychnophora

As Lychonophoras séo espécies nativas do Brasil, pertencentes a familia Asteraceae
e popularmente denominadas “arnica”, “falsa arnica”, “candeia”, “arnica brasileira”, “arnica
mineira” ou “arnica da serra” (Cerqueira et al., 1987). As partes aéreas das Lychnophoras
sdo administradas na forma de solucdes alcodlicas e hidroalcéolicas com finalidades de
aliviar a dor, tratar a inflamacao e reumatismo, e séo utilizadas também na cicatrizacdo do
processo de restabelecimento cutaneo em casos de picadas de inseto (Cerqueira et al.,
1987; Grandi et al., 1989; Saude et al., 1998).

Diversos metabdlitos foram identificados no género Lychnophora por meio de estudos
fitoquimicos, sendo eles: triterpendides, sesquiterpendides (cariofileno, a-humuleno e seus
derivados), flavonoides, lactonas sesquiterpénicas, acucares, taninos, esteroides, lignanas,
poliacetilenos, fenilpropandides (acidos cafeoilquinicos), acidos graxos de cadeia longa e
seus ésteres (Bazon et al.,, 1997;Bohlmann et al., 1981; Bohlmann e Jakupovic, 1990,
Borella et al., 1998; Borsato et al.,2000; Cunha, 1994; Grael et al., 2005; Gobbo-Neto et al.,
2008; Jordao, 2003; Santos et al.,2005; Saude et al., 1998; Silveira et al., 2005).

Os flavonoides sdo importantes constituintes quimicos presentes nas Lychnophoras e
sdo responsaveis por atividades, tais como, antioxidantes, antiviral, antitumoral, anti-
inflamatoria, hormonal e sobre a permeabilidade capilar (Harbone e Williams, 2000).

A quercetina, um flavonoide muito encontrado nas Lychnophoras, demonstrou

atividade anti-inflamatoria pronunciada em testes de aplicacdo transdermal via fonforese,
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apos 72 horas da sua administracdo em patas de ratos. As patas destes animais foram
submetidas a lesdo muscular e, em seguida, estas foram tratadas com ultrassom
terapéutico, usando um gel incorporado com a quercetina. Os dados foram analisados
observando o aspecto histoldgico das fibras musculares e, dessa forma, concluiu-se que
ndo houve degeneragéo, mas foi observado leve edema nos musculos lesionados (Abreu
etal., 2013). O triterpeno lupeol e o esteroide estigmasterol também apresentaram atividade
similar a quercetina neste mesmo teste, agindo como compostos anti-inflamatérios (Guzzo
et al., 1996; Silva, 2016).

A tribo Vernoniaeae, possui sete géneros, que tem como caracteristica a presenca de
derivados da p-hidroxiacetofenona, dentre eles encontram-se as Lychnophoras que
apresentam como metabdlito secundario de maior prevaléncia e de interesse bioldgico, as
lactonas sesquiterpénicas (Borella et al., 1998). Estas s&o constituintes com variada
atividade biologica tais como antitumoral (Lee et al., 1977; Saude-Guimarées et al., 2014),
antibacteriana (Giesbrecht et al., 1990; Saude-Guimaréaes, 2002), antimalarica (Francois et
al, 1996), tripanossomicida (Chiari e Oliveira, 1991, Oliveira et al., 1996), esquistossomicida
(Vichnewski et al., 1976), anti-inflamatoria (Abad et al., 1994; Ferrari et al., 2013) e
cardiotonica (Robles et al., 1995). Estas atividades tém sido relacionadas a presenca do
grupo a-metileno-y-lactona na estrutura quimica das lactonas sesquiterpénicas (Rodriguez
et al., 1976).

Seguindo a tradicdo milenar, as Lychonophoras séo grandes candidatas a tratamento
de doencas inflamatérias, como a gota. Dados relatados por Bernardes e colaboradores
(2019), demonstraram que as lactonas sesquiterpénicas, goiazensolida isolada da espécie
Lychnophora passerina e eremanolida C e licnofolida, obtidas de L. trichocarpha,
apresentaram atividade anti-hiperuricémica em ratos Wistar, tanto pelo mecanismo de
inibicdo da xantina oxidase, quanto pela acao uricosurica, podendo agir por apenas um dos
mecanismos ou pelos dois concomitantemente, diferindo apenas na dose administrada
(Bernardes et al., 2019). Goiazensolida e licnofolida mostraram efeito uricosurico na dose
de 5 mg/kg. Ja goiazensolida e licnofolida, na dose de 10 mg/kg, e eremanolida C, nas
doses de 5 e 10 mg/kg, apresentaram ambos efeitos, de inibicdo da xantina oxidase

hepatica e uricosurico (Bernardes et al., 2019).

3.1.1 Lychnophora pinaster Mart.

Lychnophora pinaster Mart. € comumente encontrada em ambientes aridos, onde h&a

escassez de 4gua e uma intensa incidencia de luz solar. Nestes locais elas encontram-se
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apoiadas em blocos de rochas ou em topos de pequenos morros, tipicos de campos de
canga ou campos ruprestes (Semir, 1991).

A sua floracao ocorre na mudanca do clima seco para o chuvoso, onde as primeiras
chuvas e 0 aumento da temperatura servem de estimulo para o brotamento de flores. Esse
momento ocorre entre oS meses de agosto e outubro de todos os anos e permanece
durante 8 semanas. Passada a floracédo, instala-se a fase de frutificagéo, que se inicia nos
meses de dezembro e perduram até o més de fevereiro. Apos essas fases as lychnophoras

permanece com suas folhas verdes durante todo o ano (Semir, 1991).
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*Fotos: Paulo Sérgio Siberti da Silva (2012).

Figura 6: Lychophora pinaster, individuo jovem (A) e individuo adulto (B). Fonte: Silva, 2016.

Os constituintes fitoquimicos do extrato hexanico e etandlico das partes aéreas de
L. pinaster ja foram elucidados por meio de estudos precedentes e dentre eles estéao
presentes a lactona sesquiterpénica 15- desoxigoiazensolida, o sesquiterpendide acido E-
licnoférico, os acidos fendlicos clorogénico e cafeico, o acido cinamico, os flavonoides
guercetina, rutina, pinobanksina, isovitexina e vitexina, os triterpenos lupeol e friedelina,
uma mistura dos triterpenos a e B—amirina, uma diversificada composicdo de ésteres de
acido graxo e hidrocarbonetos saturados (Alcantara et al., 2005; Duarte, 1993; Duarte,
1999; Ferreira et al., 2005; Ferreira, 2010; Silveira et al., 2005). Além desses compostos,
Abreu (2009) isolou e caracterizou fitoconstituintes da Lychnopora pinaster, encontrando
diversos hidrocarbonetos alifaticos de C14 a C16, derivados do pseudotaraxasterol, uma
mistura de 3-O-acetil-urs-12-eno, 2-nonadecanona, 2-pentacosanona, 4,4-dimetil-cholesta-
22-24- dien-5-ol, éster metilico derivado da O-alquil- a-amirina, hidrocarbonetos alifaticos,
acetato de baurenila, mistura de estigmasterol e 3-sitosterol.

17



Em estudos prévios realizados com os extratos hexanico e etandlico de Lychnophora
pinaster obteve-se o isolamento do acido E-licnoforico, quercetina, 15-desoxigoiazensolida,
lupeol, fridelano, uma mistura de a e B-amirina, uma mistura de ésteres de &cido graxo e
hidrocarbonetos saturados (Silveira et al., 2005; Ferreira, 2010).

No 6leo essencial da espécie L. pinaster foram indentificados dois sesquiterpenos
importantes para a atividade anti-inflamatoéria, o E-cariofileno e a-humuleno. Além dos
monoterpenos a-pineno e B-pineno e do fenilpropandide E-cinamato de metila, que

conferiram ao 6leo essencial atividade antimicrobiana (Silva, 2016).
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3.1.2 Descricao botanica

A descricdo botanica de Lychnophora pinaster Mart. pode ser encontrada

integralmente em Semir e colaboradores (2011) (Semir et al., 2011).

Figura 7: L. pinaster, a —ramo ; b — cipsela. Fonte: Souza et al. (2011).
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A espécie L. pinaster e L. ericoides sdo plantas com caracteristicas muito similares,
portanto, dificeis de serem identificadas e muitas vezes sdo confundidas, porém ha
caracteristicas muito sutis que determinam essa diferenciagdo. Os caracteres para
diferencia-las sdo: habito, indumento e atributos foliares. Quando comparado o habito entre
essas duas espécies, a L. ericoides possui as caracteristicas dos seus ramos mais robustas
e normalmente com maiores dimensdes, em contrapartida a L. pinaster tem uma aparéncia
mais delicada e suas dimensdes menores, apesar disso em alguns casos a morfologia de

seus individuos pode apresentar-se de forma analoga a L.ericoides (Souza et al., 2011).

3.1.3 Atividades farmacoldgicas de Lychnophora pinaster e de seus componentes

guimicos

A atividade tripanossomicida dos extratos etandlico e aquoso liofilizado da L. pinaster
e do acido E-licnoférico foi comprovada em bioensaios (Oliveira et al., 1996; Silva, 2016).
Em seguida foi constatada a mesma atividade para 15-desoxigoiasensolida, lactona
sesquiterpénica isolada do extrato etandlico (Silva, 2016). No extrato aquoso identificou-se
as seguintes substancias fendlicas: acido cafeico, vitexina, isovitexina, quercetina e acido
isoclorogénico, que também possuem atividade tripanossomicida (Silva, 2016).

Em estudos realizados por Guzzo, et al., (2008), o extrato etandlico da L. pinaster
demonstrou atividade anti-inflamatoria topica no modelo de edema de pata induzido por
carragenina, e antinociceptiva, nos modelos de contor¢cbes abdominais induzidas por acido
acético e placa quente.

A atividade anti-inflamatoria dos extratos e de compostos isolados de L. pinaster foi
comprovada em testes de aplicacdo transdermal via fonofosforese em patas de rato com
significativa degeneracdo das fibras musculares. Nesse estudo o extrato hexanico se
mostrou moderadamente efetivo e o extrato aquoso reduziu com alta eficacia, quando
comparados com o farmaco anti-inflamatério padrdo, dexametasona (Silva, 2016).
Seguindo 0 mesmo experimento, quando testados nos compostos isolados do extrato
hexanico da planta, o flavonoide quercetina, o triterpeno lupeol, uma mistura de a-amirina
e lupeol e a mistura dos esterdides estigmasterol e sitosterol, também mostraram acao anti-
inflamatoria (Silva, 2016).

Estudo realizado por Mduller, (2017), demonstrou que tratamentos de camundongos
Swiss com o extrato etandlico de Lychnophora pinaster, nas doses de 40, 125 e 375 mg/kg,

reduziram os niveis séricos de acido urico. Os componentes quimicos majoritarios do
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extrato (acido cindmico, rutina, quercetina, vitexina, lupeol, estigmasterol, acido cafeico,
acido clorogénico, e acido E-licnoférico), na dose de 15 mg/kg, também apresentaram
efeito anti-hiperuricémico. Tanto o extrato como as substancias exerceram o efeito
hipouricémico pela inibicdo da atividade da xantina oxidase hepética. O extrato e seus
componentes principais foram avaliados sobre o edema de pata induzido por monourato de
sédio (MSU) em camundongos Swiss. O extrato e seus componentes quimicos, com
excecao da quercetina e da rutina, promoveram efeito antiedematogénico. As atividades
anti-hiperuricémica e anti-inflamatéria apresentadas pelo extrato e pelo &cido E-licnoférico
se assemelharam aos obtidos para alopurinol (inibidor da xantina oxidase) e indometacina,
farmacos usados na clinica da gota e inflamacdao, respectivamente (Martins de Sa Miiller et
al., 2019).

Segundo Ferreira, (2019), na avaliacdo do efeito topico do extrato etandlico de L.
pinaster e de suas fragdes hexanica, diclorometéanica, acetato etilica e metandlica no edema
de pata induzido por carragenina em camundongos Swiss, 0s tratamentos foram capazes
de reduzir o edema na terceira hora apds sua inducédo. Neste mesmo trabalho, o extrato
etandlico de L. pinaster e de suas fracdes apresentaram efeito antinociceptivo nos métodos
de placa quente e de contor¢des induzidas pelo acido acético. O extrato e suas fracoes
foram administrados, por via oral, na dose de 100 mg/kg. Indometacina e morfina foram
utilizadas como farmacos de referéncia para o teste de contor¢cdes induzidas por acido
acético, e da placa quente, respectivamente. No método de placa quente, o extrato
etandlico e as fracOes acetato etilica e metanolica mostraram efeito semelhante a morfina
(Ferreira et al., 2019).

De acordo com os relatos de uso popular e os dados de atividades farmacologicas
previamente apresentados, a espécie L. pinaster se mostrou promissora para a realizacao
de estudos e pequisas de novos farmacos e fitoterapicos para o tratamento da inflamacéo
e gota.

As atividades farmacologicas descritas para os principais constituintes quimicos de L.

pinaster encontram-se resumidas na tabela 3.
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Tabela 3: Atividades farmacoldgicas descritas na literatura para as principais substanicas encontradas em L.
pinaster. Fonte: Silva, 2016, com adaptacdes.

Substancia

Extrato

Parte da
Planta

Atividade
Farmacoldgicas

Referéncia

15-desoxi-goiazensolido

acido cafeico
acido isoclorogénico
vitexina

isovitexina

acido E-lichnoférico

o-amirina
lupeol
estigmasterol

sitosterol

quercetina

friedelina

etandlico

aquoso

hexanico

hexanico/etandlico
hexanico/etandlico
hexanico/etandlico

hexanico/etandlico

aquoso

hexanico/etandlico

partes aéreas

partes aéreas

partes aéreas

partes aéreas

partes aéreas

partes aéreas

tripanossomicida;
antibacteriana;
anti-hiperuricemica

tripanossomicida;
anti-hiperuricémica;
anti-inflamatoéria;

tripanossomicida;
anti-hiperuricémica;
anti-inflamatoria;
antioxidante

antibacteriana;
anti-inflamatoria;
anti-hiperuricémica;
antinociceptiva

antibacteriana;
anti-inflamatoria;
antinociceptiva

anti-inflamatoria;
analgésica;
antipirética

Duarte et al.(1993)

Chiari et al. (1991)

Keles et al.(2011)
Bernardes et al.(2019)

Silveira et al. (2005a);
Mdller (2017)
Barros (2019)

Oliveira et al. (1996)
Alcantara et al. (2005)
Mdller (2017)
Barros (2019)

Abreu et al. (2011)
Abreu et al. (2013)
Souza et al. (2012)
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4. OBJETIVOS

4.1 Gerais

Avaliar os efeitos do extrato etandlico de partes aéreas de L. pinaster e de seus constituintes

quimicos principais sobre artrite gotosa e estresse oxidativo in vivo.

4.2 Especificos

- Avaliar o efeito do extrato etandlico de L. pinaster e de seus componentes majoritarios
sobre a nocicepcdo, migracdo de neutréfilos e sobre a producdo de citocinas pro-
inflamatérias em camundongos C57BL/6 com artrite gotosa induzida por cristais de
monourato de sodio (MSU).

- Avaliar o efeito do extrato etandlico de L. pinaster e de seus componentes majoritarios
sobre a atividade das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT)
no tecido periarticular da regidao fémur-tibial de camundongos C57BL/6 com artrite gotosa
induzida por MSU.
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5. JUSTICATIVA

A gota é uma doenca associada a hiperuricemia, que ocorre pela deposi¢cdo de MSU
nas articulagées e tecidos. Macréfagos e leucécitos sdo infiltrados para o local da deposicao
dos cristais e assim fagocitam o MSU, iniciando a respotasta inflamatoria (Sabrina et al.,
2011; Terkelaub, 2001). Os sinais inflamatorios tém como caracteristicas o calor, rubor,
edema e dor (Vane e Bolting, 1995), além da acdo de enzimas, ativacdo de mediadores
quimicos, migracao celular e dano tecidual (Hayden et al., 2006). No momento da injuria
tecidual ou devido a outros estimulos diversos, macrofagos e neutréfilos sdo recrutados e
sua ativacéao leva a producao de citocinas, principalmente interleucina 6 (IL-6), interleucina
1B (IL-1B), o fator de necrose tumoral a (TNF-a), alguns mediadores como enzimas 6xido
nitrico sintase (NOS) e ativacao da COX-2 (Kim et al., 2005; Medzhitov e Janeway, 1997;
Walsh, 2003).

Com a acao inflamatoria, ha aumento da infiltracdo de células e, consequentemente,
da respiracao celular, devido a maior carga de oxigénio absorvida, gerando espécies
reativas de oxigénio de forma exacerbada, o que desencadea o estresse oxidativo na crise
aguda da gota (Reuter et al., 2010). Sob essas circunstancias o sistema de defesa do
organismo ativa suas enzimas antioxidantes, GSH, SOD, CAT, GPx, GR e algumas
vitaminas que também participam desse processo, como vitaminas C e E, para
reestabelecer o equilibrio entre as EROS e o controle antioxidante (Ferreira e Matsubara,
1997).

Atualmente, em casos de crises agudas da gota s&do prescritos 0s AINES,
indometacina e naproxoxeno, adotados como farmacos de primeira escolha. Porém suas
atividades farmacoldgicas benéficas sdo acompanhadas de efeitos adversos ja conhecidos,
como toxicidade gastrintestinal e renal, além da ocorréncia de possiveis sangramentos
gastrintestinais. Outras alternativas de tratamentos sdo os corticoides administrados por via

intra-articular e horménio adrenocorticotropico.

Para o controle e prescricdo da artrite gotosa ha outro seguimento de farmacos
voltados para a normalizacéo dos niveis de acido Urico no sangue, por meio da eliminacao
do mesmo pela urina, os uricosuricos. A Probenecida inibe de forma competitiva a proteina
transportadora URAT-1 presente nas células epiteliais dos tibulos proximais, que tem como
funcdo promover a recaptacao de urato nos rins. Entretanto, alguns fatores limitam seus
efeitos desejaveis, como o fato desta substancia exigir multiplas doses diarias, com alto
grau de desenvolvimento de urolitiase, sem levar em conta os diversos efeitos adversos

deste componente (Dubchack e Falasca, 2010). O segundo farmaco uricosurico de escolha
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€ a benzbromarona, muito eficiente para diminuir a hiperuricemia, porém sua metabolizacao
ocorre por meio do sistema citocromo P450 no figado, ocasionando hepatotoxidade ao
usuario (Lima, 2014).

O farmaco mais utilizado nos casos crénicos de gota € o alopurinol, um inibidor da
xantina oxidase, enzima que converte hipoxantina a xantina e esta a acido Urico. Este é um
medicamento muito eficiente, mas possui uma gama de efeitos adversos, destacando-se a
disfuncdo renal e hepatica, nefropatias e erupc¢des cutaneas. Além disso traz como
agravante a ineficiéncia em episddios de artrite gotosa aguda, onde muitas vezes ocasiona
complicagdes patoldgicas (Lima, 2014; Mediavilla e Miguel, 2011).

Em 2014, foi relatado que durante 10 anos de pesquisa, a artrite gostosa, uma doenca
cronica, altamente destrutiva e sem cura, possui um tratamento convencional
completamente inadequado e com efeitos adversos toxicos (Edwards e So, 2014). Contudo,
a procura por tratamentos que auxiliem na melhoria da qualidade de vida e que tragam
beneficios ao quadro clinico para os pacientes portadores desta patologia tornou-se o
grande foco de estudo neste trabalho.

Muller demonstrou o efeito hipouricémico produzido pelo extrato etandlico de L.
pinaster e de seus principais constituintes quimicos em camundongos Swiss
hiperuricémicos, proporcionado pela inibicdo da xantina oxidase hepatica (Mdller et al.,
2019).

Em estudos prévios realizados com o extrato etandlico de L. pinaster foram obtidos
resultados promissores sobre a inflamacéo e dor, semelhantes aos efeitos dos farmacos de
referéncia usados, como diclofenaco, dipirona e morfina (Ferreira, 2010; Ferreira et al.,
2019; Guzzo et al., 2008).

Os resultados obtidos nos experimentos anteriores utilizando o extrato etandlico de L.
pinaster e constituintes quimicos principais, aliados a necessidade de novos medicamentos
eficazes e com efeitos adversos minimizados para o tratamento da gota, justificam a
proposta do presente trabalho em avaliar os efeitos do referido extrato e de seus

constituintes na artrite gotosa e sobre o estresse oxidativo.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 Equipamentos, instrumentos, solventes, reagentes e farmacos

Os testes foram realizados utilizando-se os seguintes equipamentos:

- Analgesimetro eletrénico - Insight Equipamentos;

- Espectrofotometro UV-VIS modelo Cary 50 Bio — Simple Read;

- Balangas modelos AUW?220D e UX420H - Shimadzu;

- Lavadora modelo USC-4800A 12L - Ultrasonica Unique;

- Leitor de Elisa - Molecular Devices;

- Equipamento de andlise hematol6gica modelo BC-2800Vet - Mundray;
- Citbmetro de fluxo FACS Calibur - BD;

- Centrifuga 5810 R - Eppendorf Centrifuge;

- Homogeinizador de eppendoff

- Vortex - LS Logen Scientific;

- Refrigerador -80° C — Thermo Scientific;

- Estufa com circulacéo e renovacéo de ar modelo MAO35 - Marconi;
- Estufa a 40° C constantes para secagem do extrato - Biociclo;

- Moinho de facas - Marconi;

- Evaporador rotativo modelo R-2010 - Buchi;

- Percolador de inox 2000 mL;

- pHmetro - Digimed DM20.

Para os experimentos utilizou-se:

o Cetamina ou Dopalen e relaxante muscular xilazina ou Dopaser (Sespro Industria e
Comeércio Ltda);

o Indometacina (Sigma Aldrich)

o Vitamina C (Sigma Aldrich)

o Seringa hipodérmica (KDL do Brasil) para administracéo das solucées;

o Lamina de bisturi estéril de aco carbono (Maxicor) para retirada do tecido periarticular.

. Peréxido de hidrogénio - H202;

o BSA (Sigma Aldrich);

o Solucéo ABC;
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o Folin & Ciocalteu’s Phenol (Sigma Aldrich);

o MTT (Sigma Aldrich);

J Pirogalol (Sigma Aldrich);

o FACS dill (Soro de rato e soro fetal bovino);

o FACS Flow (Becton Dickinsan and Company, BD biosciences);

o Marcador de neutréfilos — PE Anti-Mouse Ly-6G (BD Biosciencies);
o Tween 80 (Synth);

o Dimetilsulféxido (DMSO; Vetec).

6.1.1 Preparo de solugdes
6.1.1.1 Solucado tampéo PBS concentrada 10x pH 7,2

Em um baldo volumétrico de 1 L adicionou cloreto de sodio (82,0 g), fosfato de sodio
dibasico heptahidratado (19,83 g) e fosfato de sédio monobasico (3,55 g), previamente
solubilizados em agua MilliQ. Ao final, aferiu o volume com agua Milli Q. Conferiu o pH 7,2

do tampé&o no pHmetro. A solugéo foi armazenada em geladeira.

6.1.1.2 Solucado tampéo PBS diluida 1x (90 % de agua: 10% de PBS)

A solucédo tampéo PBS foi preparada no dia do uso. A solucédo tampao PBS 10x (100
mL), em temperatura ambiente, foi diluida em agua Milli Q, sendo adicionada a um baldo

volumétrico de 1 L e o volume foi aferido.

6.1.1.3 Solucédo de albumina bovina (BSA) 3% em PBS

Trés gramas de albumina do soro bovina - BSA (Sigma Aldrich) foram transferidos
para um baldo de 100 mL e o volume aferido com a solucdo tampéo de PBS 1x para a

obtencao de uma solucao de 3%.

6.1.1.4 Indometacina e vitamina C

A solucdo da indometacina foi preparada, na dose de 3 mg/kg. A indometacina foi
diluida em 5% de dimetilsufoxido (DMSO) e agua destilada (95%), sendo assim utilizado
950 uL de agua destilada e 50 uL de DMSO. Esta solucéo foi utilizada como controle

positivo para a avaliacdo da atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva. A vitamina C foi
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preparada na dose de 250 mg/kg por diluicdo em agua destilada. Esta solugéo foi usada

como controle positivo para a avaliagdo da atividade antioxidante.

6.1.1.5 Acido E-licnoférico, vitexina, acido cindmico, rutina, quercetina, lupeol,
estigmasterol, &acido cafeico e é&cido clorogénico (15 mg/kg) e extrato
etandlico de L. pinaster (40,125, 375 mg/kg)

Todas as substancias e o extrato etandlico de L. pinaster foram solubilizados com
veiculo composto por uma mistura de tween 80, DMSO e &gua destilada, na proporcao de

1:1:8, respectivamente, e homogeneizados em aparelho vortéx.

6.1.1.6 Cristais de urato monodissodico

A suspenséo de MSU foi utilizada para induzir a artrite gotosa na articulagcédo fémur-
tibial de camundongos. Esta foi preparada dissolvendo 0,01 g de cristais de urato
monossodico em 1 mL de PBS 1x.

6.2 Material Vegetal

As partes aéreas de L. pinaster foram coletadas no municipio de Itabirito, MG, com
autorizacdo do Instituto Chico Mendes, IBAMA (n° 49183-3). A espécie vegetal foi
identificada pelo botanico Dr. Jalio Anténio Lombardi e a exsicata depositada no Herbarium
do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(BHCB/UFMG), com numero de registro 19.520.

As partes aéreas de L. pinaster foram secas em estufa ventilada a 40 °C e

pulverizadas em moinho de facas, originando 4,4 kg, de material vegetal seco.

6.2.1 Obtencao do extrato etandlico de Lychnophora pinaster

A extracdo foi realizada com 2,0 kg de material vegetal seco e pulverizado,
previamente umedecido com etanol e devidamente acondicionado em percolador de aco
inox. A percolacao foi conduzida com etanol (P.A) até a exaustdo do material vegetal. O
solvente extrator foi concentrado sob pressdo reduzida em evaporador rotativo a

temperatura inferior a 40 °C. O extrato foi mantido em estufa a 40 °C para completa
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evaporacgédo do solvente até peso constante, obtendo-se entdo 265,0 g de extrato etandlico
seco (EEL).

6.2.2 Obtencdo dos constituintes quimicos principais presentes em L. pinaster e

utilizados para testes de atividade biolégica

A Rutina, quercetina, vitexina, lupeol, estigmasterol e os &cidos cinamico, cafeico e
clorogénico foram substancias isoladas, em estudos anteriores, de extratos de L. pinaster.
No presente trabalho, estas substancias, utilizadas nos ensaios in vivo de atividade
biolégica, foram adquiridas da empresa Sigma Aldrich. O acido E-licnoférico usado neste
trabalho foi anteriormente isolado, no Laboratério de Plantas Medicinais (LAPLAMED) do
Programa de Pos-Graduacéo em Ciéncias Farmacéutica (PPG CiPharma) da Universidade
Federal de Ouro Preto (UFOP), por meio de fracionamento cromatografico do extrato
hexanico das partes aéreas de L. pinaster (EHL), pela Mestre Camila Miller do
LAPLAMED/PPG CiPharma, no ano de 2017, e gentilmente cedido para este trabalho.

7. AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOLOGICA

7.1. Animais experimentais

O protocolo experimental utilizado neste trabalho foi aprovado na Comisséo de Etica
no uso Animal da UFOP (CEUA-UFOP), n° 2016/46. Para avaliacao da atividade antiartrite
gotosa foram usados camundongos C 57 Black 6, machos, pesando entre 20-25 g e
fornecidos pelo CCA da UFOP. Os animais foram mantidos em gaiolas, separados em
grupos de cinco, respeitando o ciclo 12/12h claro/escuro, sob temperatura controlada e com
racao e agua “ad libitum”.

Os tratamentos com extratos, substancias, farmacos padrdes e veiculos foi realizado

por via oral utilizando-se agulha de gavagem acoplada a seringa (figura 10).

7.2. Modelo experimental de hipernocicepcdo inflamatéria: teste de presséo
crescente na pata de camundongo (filamentos de von Frey) e da atividade

antiartrite gotosa

Na avaliagdo da atividade antiartrite gotosa, foi utilizado o modelo animal de

camundongos machos da linhagem C 57BL 6 com inducdo da artrite pela inje¢céo intra-

30



articular MSU. O procedimento realizado foi de acordo com metodologia descrita por Amaral
et al., (2012). Para avaliacdo da hipernocicepcao foi utilizado o Analgesimetro Eletrénico —
Insight Equipamentos, seguindo a metodologia descrita por Moller e colaboradores (1998)
e por Cunha e colaboradores (2004).

Para adaptacéo do animal ao ambiente, os camundongos foram colocados em caixas

de acrilico do equipamento durante 15 minutos, antes do experimento (Figura 8).

Figura 8: Camundongos em adaptacdo ao ambiente para iniciar o experimento de hipernocicepcao.

A atividade antinociceptiva foi medida em dois tempos, antes de qualquer intervencéo
e apos 6 horas da injecédo intra-articular de MSU. Apds o periodo de adaptacéo, o limiar

nociceptivo basal foi medido (Figura 9), tempo zero (TO0):

Figura 9: Imagem da medicéo do limiar de nocicepgdo com o equipamento analgesimetro.
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Com auxilio do analgesimetro foi feita a presséo na pata direita do camundongo, até
gue essa pressao crescente sensibilizasse os nociceptores periféricos estimulando o efeito
reflexo do camundongo, de forma que ele retirasse a pata (estimulo mecéanico). Os animais
com maior limiar de nocicepg¢ao permaneciam por mais tempo com a pata sobre o aparelho,
j& 0s animais com os nociceptores sensibilizados devido a inflamacéo induzida, retiravam
a pata mais rapidamente. Este processo foi repetido por no maximo 6 vezes por animal, e
fez-se a média de apenas 3 medidas. Dessa forma, resgitrou valores em gramas, ja o
transdutor de presséo trabalha conectado a um contador digital de forga expressa em
gramas.

Em seguida iniciou os tratamentos:

O grupo controle positivo recebeu, por via oral, 0,2 mL de indometacina (3 mg/kg).

Os grupos controle da inflamacdo (MSU) e controle normal (controle negativo)
receberam, por via oral, 0,2 mL do veiculo (1 Tweem 80:1 DMSO: 8 agua purificada).

Em cada grupo de 6 camundongos foi administrado, por via oral, 0,2 mL de cada uma
das doses do extrato e das substancias. O EEL foi administrado nas doses de 40, 125, 375
mg/kg e as substancias (rutina, quercetina, lupeol, estigmasterol, vitexina e acidos E-
licnoférico, cinamico e clorogénico) na dose de 15 mg/kg.

Apés 1 hora, todos os animais foram anestesiados com associacdo de
cetamina/xilazina, nas doses de 100 e 10 mg/kg, respectivamente. Assim que se obteve o
efeito da anestesia, a artrite gotosa foi induzida em todos 0s grupos, exceto no grupo
controle normal, por meio de injecdo intra-articular de 10 uL de MSU suspensos em PBS
(10 pg/pL). O controle normal recebeu apenas PBS como injecdo intra-articular.

Decorridas seis horas ap0s os tratamentos foi realizada a medida da nocicepcéo no

tempo de 6 horas (T6).

7.1.1 Avaliacdo dos parametros inflamatérios

Para avaliacdo dos efeitos de EEL e substancias na artrite gotosa foram realizadas
contagens de leucadcitos totais e neutrofilos no lavado da cavidade periarticular e a dosagem
de citocinas pré-inflamatorias no tecido periarticular.

A avaliacdo dos parametros inflamatérios sucedeu apos a avaliacdo da nocicepgcao
no tempo de 6 horas, seguida da aplicacdo intra-articular de MSU. Para a avaliacdo da
migracao de neutrofilos para a articulacéo fémur-tibial (cavidade periarticular do joelho), os
camundongos foram eutanasiados pela administracdo da associacao de cetamina/xilazina

(300 mg/kg e 10 mg/kg respectivamente). Posteriormente, o tecido periarticular dos animais
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foi removido e a cavidade lavada, por 2 vezes, com 10 uL da solugdo de BSA 3% e 2 uL
EDTA. O lavado intra-articular foi acondicionado em eppenforff contendo 88 uL de solugéo
de albumina 3% e 2 uL de EDTA, totalizando 100 uL de solug&o. Estes foram destinados a
contagem total e diferencial de leucécitos (figura 10)

7.1.2 Contagem total de leucocitos

A contagem total de leucdcitos foi realizada no equipamento de autoanalise
hematoldgica especifico para uso veterinario, utilizando aproximadamente de 10 uL do
lavado intra-articular. Para a contagem de células de camundongo, o ajuste do equipamento

foi configurado em “Animal 3WB”.

7.1.3 Contagem de neutrofilos

Cerca de 90 uL do lavado intra-articular foi usado para a contagem de neutroéfilos. O
material de cada eppendorf (10 uL de lavado intra-articular, 88 uL de solucdo de albumina
3% e 2 uL de EDTA) foi transferido para tubos de citometria, sendo um tudo para cada
amostra.

O branco constituiu-se de um pool de 5 uL de cada amostra, sem o marcador de
neutrofilos.

Utilizou-se 1 uL do marcador de neutréfilos (Ly6-G), diluido em 499 uL de uma solucgéo
de FACS (10% soro de rato e 10% soro fetal bovino), na proporcao anticorpo: FACS de
1:499. Esta solucéo foi utilizada para impedir a ligacdo do anticorpo a sitios inespecificos.
O anticorpo diluido, 10 uL, foi adicionado a cada tubo, com excecao do tubo contendo o
branco. Em seguida todos os tubos foram homogeneizados em vortex, armazenados no
escuro e deixados em repouso por 20 minutos.

Passados os 20 minutos, 1 mL de PSB filtrado foi adicionado em todos os tubos,
incluindo o branco.

Posteriormente, todos os tubos foram centrifugados a 3000 rpm/min, durante 15
minutos. Ao final, foi realizada a leitura no citdmetro de fluxo e os resultados foram obtidos

em porcentagem de neutrofilos em cada amostra.
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7.2 Dosagens das citocinas IL1-B e TNF a no tecido periarticular

Para a analise das citocinas pro-inflamatorias, presentes na cavidade articular durante
o0 processo inflamatoério da artrite gotosa induzida em camundongos, foi necessario preparar
o homogenato. Primeiramente, o tecido articular fémur-tibial foi triturado e diluido em
1000 uL de PBS e entdo homogeinizado.

A dosagem das citocinas IL1-B e TNF a foi realizada seguindo o protocolo dos Kits
Prepro Tech Sandwich Elisa.

Inicialmente, o anticorpo de captura, anticorpo de detecc¢éo, o avidin — HRP e o padrao
do kit foram reconstituidos e aliquotas foram obtidas conforme protocolo.

Para preparacéo da placa de Elisa o anticorpo de captura foi centrifugado por 3 min a
10000 rpm e diluido em 9,9 mL de PBS. Aliquotas de 100 uL do anticorpo de captura foram
adicionadas em cada poco da placa de Elisa estéril e a placa incubada durante 18 horas a
25 °C, ou 2-4 horas por 37 °C.

Na sequéncia, o material foi aspirado e os pocos lavados por 4 vezes com 300 uL de
solucdo de lavagem. Apés, a placa foi invertida para retirada do excesso e 300 uL de
solucéo de bloqueio foram adicionados em cada poco. A placa foi incubada por 1 hora a
temperatura ambiente. A solucdo foi novamente aspirada e os pocos lavados por 4 vezes
com solucdo de lavagem. Apos, 100 pL da amostra foram adicionados aos pocos, em
duplicata e a placa foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente. O procedimento foi
repetido mais uma vez.

O avidin — HRP foi centrifugado por 3 minutos a 10000 rpm, em seguida foi transferido
para tubo falcon e o diluente foi adicionado até volume de 11 mL. Desta solugcdo, 100 pL
foram adicionados aos pocos e incubados por 30 minutos a temperatura ambiente. Apds, a
solucédo foi aspirada e lavada por 4 vezes com solucado de lavagem.

Por fim, 100 pL da solucédo de ABTS foram adicionados em cada poco e a leitura foi
realizada a cada 5 minutos, durante 50 minutos, a 405 nm, no leitor de Elisa.

A leitura final da absorbancia foi realizada no tempo de 50 minutos. O valor obtido foi
inserido em uma curva padrdo, construida de acordo com os mesmos procedimentos
descritos no protocolo da amostra, e assim foram obtidas as concentracdes, em ng/mL, das
citocinas IL1-B e TNF-a.
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7.3. Avaliagéo do estresse oxidativo

Para avaliacéo do estresse oxidativo, os animais dos grupos controle da inflamagéao
(MSU) e controle normal (controle negativo) receberam, por via oral, 0,2 mL do veiculo (1
Tweem 80:1 DMSO: 8 4gua purificada). O grupo controle positivo recebeu, por gavagem,
0,2 mL de vitamina C na dose de 250 mg/kg.

Aos animais dos demais grupos foi administrado, por via oral, 0,2 mL de cada uma
das doses do extrato e substancias. EEL foi administrado nas doses de 40, 125, 375 mg/kg
e as substéncias (rutina, quercetina, lupeol, estigmasterol, vitexina e acidos E-licnoforico,
cinamico e clorogénico) na dose de 15 mg/kg.

Ap6s 1 hora, todos os animais foram anestesiados com associacdo de
cetamina/xilazina, nas doses de 100 e 10 mg/kg, respectivamente. Assim que se obteve o
efeito da anestesia, a artrite gotosa foi induzida em todos 0s grupos, exceto para o controle
normal, por meio de injecdo intra-articular de cristais de urato monossoédico (MSU)
suspensos em PBS (10 ug/uL). O controle normal recebeu apenas PBS como injecéo intra-
articular.

No tempo de 6 horas apos administracéo intra-articular de MSU, os animais foram
eutanasiados pelainjecao intraperitoneal da combinac&o anestésica cetamina/xilazina (300
mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente). O tecido articular fémur-tibial dos camundongos foi
removido (Figura 12). Em seguida, os niveis de estresse oxidativo foram determinados pela
dosagem das SOD e CAT, presentes no tecido periarticular da articulagdo fémur-tibial do

camundongo.

7.2.1 Preparo do Homogenato

Para a andlise das enzimas presentes no estresse oxidativo (SOD e CAT) foi
necessario preparar o homogenato. Primeiramente, o tecido articular fémur-tibial foi
triturado e diluido em 500 uL de PBS e entdo homogeinizado.

O homogenato foi conservado em freezer a temperatura de — 80 °C.

7.2.2 Dosagem de proteinas totais (Método de Lowry)

O método de Lowry é a proposta de metodologia mais adequada para determinacao
de proteinas totais, pois possui alta sensibilidade e pode estabelecer a concentracdo de

proteinas em diversos meios bioldgicos, além de produtos alimenticios (Zaia et al., 1998).
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Este método consiste na reducao do reagente Folin-Ciocalteau na presenca de proteinas,
sendo a reacdo catalisada pelo Cu (Il) e, dessa forma, produzindo um composto com
absorcdo méxima em 750 nm. Para aumentar a sensibilidade da metodologia de Lowry em
um menor comprimento de onda, Sargent (1987) sugeriu modificacbes que aumentaram a
sensibilidade em até 50 vezes. Neste caso, o0 composto final absorve no comprimento de
onda de 690 nm (Sargent, 1987).

A dosagem de proteinas totais presentes no tecido periarticular da articulagéo fémur-
tibial do camundongo foi realizada seguindo a metodologia de Lowry e colaboradores
(1951) e de Sargent (1987) e, dessa forma, pdde-se mensurar os valores de SOD e CAT
presentes no tecido correlacionando-os com a quantidade de proteinas encontradas na
articulacéo.

Para a determinacao da concentracao de proteinas totais foi necessario preparar uma
curva padrao de solucéo de albumina de soro bovino.

Para obtencéo da curva padrao foi preparado o regente Folin, composto por 1 mL de
Folin & Ciocalteu e 2 mL de agua destilada e as Solugbes A, B e C, obtidas da seguinte
forma:

o Solucédo A: preparada com 30 g de Na:COs e 4 g de NaOH em 1 L de agua destilada;

o Solucéo B: preparada a partir da solubilizacéo de 0,2 g de CuSOs em 10 mL de agua
destilada;

o Solucéo C: preparada com a solubilizacdo de 0,4 g de tartarato de sédio e potassio
em 10 mL de agua destilada.

Para obtencdo do tampdo ABC, misturou-se de 1 mL da solucdo B com 1 mL da
solucéo C e 100 mL da solucéo A.

Diversas diluicbes foram preparadas para determinar diferentes concentracdes de
albumina, iniciando com a concentracdo padrao de 1,6 mg/mL. Assim, péde-se construir a
curva padréao de albumina de soro bovino.

Para a leitura das amostras de solucdes diluidas de albumina foram necessarios os
seguintes procedimentos:

o Para uma placa de Elisa, em duplicata, pipetou-se 20 uL de cada diluicdo da amostra
padrao de albumina;

o Adicionou-se em cada poco da placa 200 uL da solucédo ABC,;

o Deixou-se descansar durante 10 minutos no escuro;

o Adicionou-se 20 uL da solucéo de Folin diluida;

. Novamente, deixou-se em repouso por 10 minutos no escuro;

° Por fim, foi realizada a leitura das absorbéancias no leitor de Elisa a 700 nm.
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Dessa forma, obtive-se a curva padrédo de proteinas totais.

7.2.3 Diluicdo do Homogenato

Para dosagem de proteinas totais de cada amostra, o homogenato foi diluido
utilizando 25 uL do homogenato em 475 uL de 4gua destilada, homogeneizado em vértex
e mantido em banho de gelo.

7.2.4 Dosagem de proteinas totais no tecido periarticular da articulagéo fémur-tibial.

Em uma placa de Elisa adicionou-se 20 uL do homogenato diluido, em duplicata. Na
sequéncia adicionou-se 200 uL da solu¢cdo ABC, o experimento foi deixado em repouso por
10 minutos, no escuro. Apos, adicionou-se 20 ul de Folin e novamente a placa foi
armazenada no escuro por 10 minutos. Ao final, realizou-se a leitura, a 700 nm, no leitor de

Elisa.

7.2.5 Atividade da superoxido dismutase (SOD)

A dosagem da SOD foi realizada segundo metodologia descrita por Dieterich e
colaboradores (2000), com adaptacoes.
O preparo de reagentes necessarios constituiu-se de 22 mg de MTT dissolvidos em 4
mL de PBS (pH = 7) e 2 mg de pirogalol em 160 mL de PBS.
Devido a fotossensibilidade dos reagentes, todos foram manuseados no escuro.
Os procedimentos foram:
o Para pocos da placa de Elisa, em duplicata, foram pipetados 30 uL do homogenato;
. No branco foram adicionados 45 uL de PBS;
o No padréo foram adicionados 30 uL de PBS;
o Em todos os pocos foram adicionados 99 uL de PBS e 6 uL da solug¢éo de MTT;
o Com excecdao do branco, foram adicionados 15 uL da solucdo de pirogalol em todos
0s pocos, completando o volume de 200 ml em todos 0s pocos;
o A placa de Elisa foi incubada a 37 °C, por 5 minutos;
o A reacéao foi interrompida pela adi¢do de 150 uL de DMSO em todos 0s po¢os;
J Por fim, as leituras das absorbancias foram obtidas no leitor de Elisa & 570 nm.

Cada unidade de SOD foi determinada por miligrama de proteinas totais.
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7.2.6 Atividade da Catalase (CAT)

A dosagem da CAT foi determinada seguindo a metodologia descrita por Aebi (1984),
com algumas adaptacfes. Utilizado como reagente peréxido de hidrogénio na quantidade
de 40 uL, diluindo-o em 25 uL de tamp&o PBS (pH= 7).

Inicialmente, o espectrofotbmetro foi aferido com agua destilada, na sequéncia
realizou-se a leitura do branco no comprimento de onda de 240 nm, usando 500 uL de
tampéo PBS com 10 uL do homogenato e o valor da absorbancia foi registrado.

Para iniciar a leitura das amostras foi necessario usar 500 uL da solucéo diluida de
peroxido de hidrogénio, juntamente com 10 uL do homogenato. As leituras foram feitas no
comprimento de onda de 240 nm e as absorbancias registradas nos tempos: 0 segundos
(TO), 20 segundos (T20) e 40 segundos (T40). Todas as amostras foram manuseadas no
escuro. A absorbancia de cada tempo foi subtraida pela absorbancia do branco.

Cada unidade de CAT foi determinada por miligrama de proteinas totais.

7.4. Analise Estatistica
Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o
software GraphPad Prism 5.0 seguida de pos-teste Dunnet. Foi adotado intervalo de

confianca de 95%, sendo as diferencas consideradas significativas quando o valor P for
menor que 0,05 (P<0,05).

38



Camundongos machos
C57BL/6 (20-259)
Idade 9-11 semanas.

1) Veiculo por via oral
2) Cetamina:xilazina (100:10 mg/kg) i.p
3) Injec&o intra-articular de PBS

Grupo 1: Controle
negativo

ANIMAIS COM W

1) Indometacina por via oral
2) Cetamina:xilazina (100:10 mg/kg)i.p
3) Injec&o intra-articular de MSU

INDUGAO DE ARTRITEJ

[Lychnophora pinasterJ

EBrupo 3: Indometacina
(3 mg/kg)

(

Extrato Etanélico ]
EEL

Grupo 4: EEL Grupo 5: EEL Grupo 6: EEL
(40 mg/kg) (125 mg/kg) (375 mg/kg)

1) Ap6s 1 hora do tratamento via oral: anestesia
Cetamina:Xilazina (100:10 mg/kg) i.p;

2) Injecao intra-articular de MSU;

3) Eutanasia: Cetamina:Xilasina (300:10 mg/kg)
4) Removeu-se o tecido periarticular;

5) Obtengao do lavado intra-articular.

PARAMETROSINFLAMATORIOSE
ESTRESSE OXIDATIVO

Figura 10: Delineamento experimental para avaliacdo da atividade antiartrite gotosa e estresse oxidativo do

L Substancias J

~ Grupo 7:
Acido Cinamico
(15 mg/kg)

Grupo 8:
Rutina
(15 mg/kg)

ST R
Grupo 9:

Quercetina
(15 mg/kg)
Grupo 10:

Vitexina
(15 mg/kg)
Grupo 11:

Lupeol

(15 mg/kg)

Grupo 12:
Estigmasterol

(15 mg/kg)

a0
Grupo 13:

Acido Cafeico
(15 mg/kg)
(A A
Grupo 14 : Acido

E-Licnoférico

\__ (15 mg/kg) J

o = A a0
Grupo 15: Acido
— Clorogénico

(15 ma/kg)

extrato etandlico de L. pinaster e de seus constituintes quimicos principais.
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8. RESULTADOS

8.1. Avaliacdo do efeito antinociceptivo do extrato de L. pinaster e de seus
constituintes quimicos sobre a hiperalgesia induzida pelo MSU.

Os resultados foram todos calculados pela porcentagem da variacdo do limiar de
nocicepcao entre o tempo 0 horas e tempo 6 horas. Os animais do grupo controle negativo
(normal), que receberam veiculo por via oral e através da injecao periarticular, ndo tiveram
grandes variagdes entre os dois tempos (Tempo 6h-Tempo 0h), o que simula uma situacao
basal. Como esperado, os animais do controle MSU (controle da inflamacao), nao tratados,
mostraram baixo limiar de nocicepg¢éo, demonstrando valor de nocicepc¢ao final menor que
o inicial, o que estéa relacionado com a inflamacgéo ocasionada pela administracdo de MSU
intra-articular, pois sem o tratamento e com inflamacé&o induzida, os nociceptores estavam
sensibilizados e ndo ha acdo analgésica. Ao analisar o grupo inflamado (MSU), nota-se que
seu limiar de nocicepcao foi reduzido e seus valores sao significativamente diferentes aos
da indometacina e do EEL (375 mg/kg), (figura 11).

Apoés 6 horas da inducdo da inflamagdo com MSU, seguida da administracdo da
indometacina e dos extratos, pdde-se observar que houve variacdo do limiar da
sensibilizacdo dos nociceptores. A figura 11, mostra o grafico plotado com os resultados
obtidos da nocicepcdo em variacdo da porcentagem da medida da nocicepcdo dos
controles, indometacina, normal e inflamado (MSU) e dos extratos nas 3 doses avaliadas,
40, 125 e 375 mg/kg.

A indometacina (grupo controle positivo), anti-inflamatorio ndo esteroidal (AINE), foi
utilizado como referéncia para a avaliacdo do limiar de nocicepcéo. Para o grupo controle
positivo péde-se notar que houve aumento do limiar da nocicepcao resultando em efeito
antinociceptivo. O aumento do limiar de nocicep¢do também foi observado nos animais
tratados com o EEL, na dose de 375 mg/kg, comportando-se de maneira equivalente a

indometacina.
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Figura 11: Efeitos da indometacina e do EEL nas doses de 40, 125 e 375 mg/kg, sobre a hiperalgesia em
camundongos C57BL/6 no modelo de artrite induzida por cristais MSU. Os valores sdo representados em
variacdo percentual da medida da nocicep¢cdo apés 6 horas de tratamento. *P<0,005 em comparagcdo ao
controle MSU (n=6, ANOVA seguida de teste Dunnet).

A figura 12, ilustra a variacdo da medida da nocicepcdo nos grupos de animais
tratados com as principais substancias encontradas em L. pinaster, indometacina e veiculo.
Como previsto, 0 grupo tratado com injecdo intra-articular de MSU, demonstrou reducéo
em seu limiar de nocicep¢ao. O grupo controle normal se manteve em condi¢cdes basais. A
indometacina foi usada como controle positivo. A quercetina, lupeol, estigmasterol e acido
cinamico apresentaram efeito antinociceptivo. Quercetina, estigmasterol e acido cinamico
aumentaram o limiar da dor em proporcdes similares a indometacina. J4 o lupeol se
comportou de forma ainda mais efetiva que o farmaco de referéncia. Portanto o lupeol foi a
substancia com maior efeito antinociceptivo quando comparado ao controle da inflamacao
(MSU).
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Figura 12: Efeito das principais substancias presentes no EEL, na dose de 15 mg/kg, e da indometacina sobre
a hiperalgesia em camundongos C57BL/6 no modelo de artrite induzida por MSU. Os valores séo
representados em variacdo percentual da medida da nocicepcdo apds 6 horas de administracdo de MSU
seguida de tratamento. *P <0,05 em comparacdo ao controle MSU, (n=6, ANOVA seguida de teste Dunnet).

8.2. Avaliacdo dos parametros inflamatoérios
8.2.1 Migracao de neutrofilos

Para a avaliacdo da migracdo de neutrofilos foi realizada a contagem total de
leucdcitos no lavado intra-articular por citometria de fluxo. Foram selecionados alguns
resultados obtidos da citometria de fluxo para serem apresentados como exemplos (figuras
13 e 14) graficos plotados no software Flow Jo Diagnostic tool v10.0.7. A leitura do branco
foi realizada através de um pool de amostras sem o marcador de neutréfilos. Entédo
determinou-se um quadrante de leucdcitos totais do branco. E a partir do quadrante de
leucdcitos totais do branco determinou-se 4 quadrantes (Q1, Q2, Q3 e Q4). Sendo que o
guadrante Q3 foi definido como aquele sem a presenca de células. Na sequéncia os

graficos definidos no branco, foram utilizados para sobrepor aos resultados das amostras,
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sendo que as células marcadas com o Ly6 foram contadas e apresentadas no quadrante
Q3, pois apdés marcadas, cada célula emite uma fluorescéncia com uma determinada
frequéncia, e no caso a frequéncia dos neutréfilos marcados com Ly6, encontra-se no

guadrante Q3.
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Figura 13: Gréficos obtidos com o software Flow Jo para determinacédo do quadrante Q3 do branco (amostra
sem o marcador de neutrofilos (Ly6 G). Determinacdo do quadrante da regido de leucécitos totais (A).
Demarcacéo do quadrante Q3, onde estao situados os leucdcitos marcados com Ly6 G, que sdo os neutréfilos
(B). Histograma gerado a partir das leucdcitos totais e regiao demarcada de neutrdéfilos (C).
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Figura 14: Gréficos obtidos com o software Flow Jo na analise da amostra tratada com acido clorogénico,
substancia presente na Lychnophora pinaster, com marcador de neutrdfilos (Ly6 G). Determinacdo do
guadrante da regido de leucdcitos totais (A). Demarcacéo do quadrante Q3, onde estéo situados os leucocitos
marcados com Ly6 G, que s&o os neutrofilos (B). Histograma gerado a partir dos leucdcitos totais e regido
demarcada de neutrdfilos (C).

Como demonstrado na figura 15, os efeitos de EEL, nas trés doses avaliadas, e de
todas as principais substancias obtidas de L. pinaster foram significativamente diferentes
ao controle inflamado (MSU), mostrando que o EEL tem grande capacidade de reduzir a

inflamacgé&o por inibir a migracao de neutrofilos.
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Figura 15: Efeito do extrato etandlico de EEL, nas doses de 40, 125 e 375 mg/kg, das principais substancias
(15 mg/kg) presentes no EEL e da indometacina sobre a migracao de neutrdfilos para a cavidade periarticular
da articulagdo fémur-tibial (em camundongos C57BL/6) no modelo de artrite induzida por MSU. Os valores
séo representados em neutrdfilos x 10* apds 6 horas de tratamento. *P < 0,005 em comparagéo ao controle
MSU (n=6, ANOVA seguida de teste Dunnet).

8.2.2 Quantificacao da citocina IL-1B

A avaliacdo da concentracdo da citocina pré-inflamatoria IL-138 pesente na cavidade
periarticular de camundongos C57BL/6 tratados com EEL (40, 125 e 375 mg/kg) e principais
substancias presentes em L. pinaster demonstou que o tratamento com EEL, nas trés doses
administradas, e os tratamentos com &cido E-licnoforico, vitexina, acido cinamico, rutina,
estigmasterol e acido cafeico foram capazes de diminuir a concentracao da interleucina IL-

1B, quando comparado ao controle inflamado (MSU), (figura 16).
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Figura 16: Efeito do EEL, nas doses de 40, 125 e 375 mg/kg, das principais substancias presentes no EEL e
da indometacina sobre a atividade da citocina IL-13 presente no tecido periarticular da articulacao fémur-tibial
(em camundongos C57BL/6) no modelo de artrite induzida por MSU. Os valores séo representados em ng/mL
apoés 6 horas de tratamento. *P < 0,005 em comparacdo ao controle MSU (n=6, ANOVA seguida de teste
Dunnet).

8.2.3 Quantificacao da citocina TNF-a

A quantificacdo da citocina TNF-a presente na cavidade periarticular de
camundongos C57BL/6 tratados com EEL (40, 125 e 375 mg/kg) e principais substancias
presentes em L. pinaster foi feita apds 6 horas da inducao da inflamacdo com injecéo intra-
articular de MSU, como demonstrado na (figura 17). A indometacina, como esperado, foi a
substancia com maior atividade anti-inflamatéria. Os grupos tratados com o EEL, nas trés
doses avaliadas, com a vitexina e 0 acido cafeico apresentaram reducdo da citocina pro-
inflamatoria TNF-a em relacéo ao grupo controle da inflamacao (MSU).

O controle negativo do experimento (sem inducéo da inflamacéao), denominado
controle normal, apresentou uma menor concentragdo de TNF-a, na regido onde foi
induzida a inflamacéo, significativamente diferente ao controle inflamado, o que valida o

experimento.
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Nenhum dos tratamentos apresentou atividade similar ou superior ao farmaco de

referéncia, indometacina.

QUANTIFICACAO DA CITOCINA TNF-@

2.5
= 2.0
=
=
o
c
1.5+ I
€
() =
|
- (-
w10 =
w =
= * =
- 0.5- = ﬂ I
0.0 T T T T
T D ® O 1w o g O g - —_ o o
© o
g n £ ¥ 8 & 2 = 2 c c o 2 28
5 2 & 04 40 X E2 S 202 c
° g uw £ 0 @ 3 o 5 5 g @
z o w E E o Z c @ © d4 g o O
£ 5 = o o £ o 2
o — o =} [@)) '9 2
© _,] 'E o = o (8]
£ Ll o LIUJ) < o
o < °
= (&)
[S) <L
<L

GRUPOS TESTADOS (mg/kg)

Figura 17: Efeitos do EEL, nas doses de 40, 125 e 375 mg/kg, das principais substancias presentes no EEL
e da indometacina sobre a concentacéo da citocina TNF-a na cavidade periarticular da articulacéo fémur-tibial
(em camundongos C57BL/6) nho modelo de artrite induzida por MSU. Os valores séo representados em ng/mL
apoés 6 horas de tratamento. *P < 0,05 em comparagdo ao controle MSU (n=6, ANOVA seguida de teste
Dunnet).

8.3. AVALIACAO DOS EFEITOS DE EEL E DOS CONSTITUINTES QUIMICOS
PRINCIPAIS SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO

8.3.1. Avaliacao da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi avaliada apds administracdo dos tratamentos com EEL, em
trés diferentes doses, e das substancias majoritarias de L. pinaster aos camundongos com
artrite induzida com injecdo de MSU na articulacao fémur-tibial em camundongos C57BL/6.

A vitamina C foi usada como antioxidante de referéncia. A atividade da SOD foi analisada
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no tempo de 6 horas apoés inducdo da inflamacéo. Os resultados sdo demonstrados na
(figura 18).

A vitamina C € um cl4ssico antioxidante e por isso foi utilizado como controle positivo
do experimento. Os efeitos produzidos pela vitamina C sobre a atividade da SOD quando
comparado ao controle inflamado (MSU), como esperado, foram significativamente
diferentes, pois suas caracteristicas antioxidantes levou ao aumento da atividade da SOD.

O controle inflamado (MSU) encontra-se em uma situagdo basal, assim como o
controle normal. Na comparacéo entre os grupos, em condi¢des de inflamagdo como no
caso da artrite, a atividade da SOD néo é tao pronunciada como ocorreu no grupo tratado
com vitamina C.

Os tratamentos com diferentes doses de EEL ndo promoveram aumento na atividade
da SOD.

Os tratamentos com as principais substancias presentes em L. pinaster, na dose de
15 mg/kg, mostraram que o acido E — licnoférico e a vitexina apresentaram diferencgas
significativas quando comparados com o grupo controle inflamado (MSU). Sendo assim,
estas apresentam atividade antioxidante, atuando de forma a aumentar os valores da SOD

(Figura 19).

QUANTIFICACAO DA SOD

®
s 80 -
o
—
*
(2}
@ 60
=
[¢))
o
— 40 -
o
(@)
I
T T
(A
o
0 0~ T T T f
S =) ] o Te] [Te]
> £ 0 m ~ S >
— s c -
o = 1] - -
= S w (1] L
o w L
S

GRUPOS TESTADOS (mg/kg)

Figura 18: Comparacgédo dos efeitos EEL nas doses de 40, 125 e 375 mg/kg e da Vitamina C (250 mg/kg),
composto antioxidante padrao, sobre a atividade da SOD (em camundongos C57BL/6) no modelo de artrite
induzida por MSU. Os valores sdo representados em U SOD / mg de proteinas totais. *P < 0,05 em
comparacao ao controle MSU (n=6, ANOVA seguida de teste Dunnet).
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Figura 19: Efeitos das principais substancias presentes no EEL, na dose de 15 mg/kg, e da vitamina C (250
mg/kg), composto antioxidante padréo, sobre a atividade da SOD (em camundongos C57BL/6) no modelo de
artrite induzida por MSU. Os valores sdo representados em U SOD / mg de proteinas totais. *P < 0,05 em
comparacdo ao controle MSU (n=6, ANOVA seguida de teste Dunnet).

8.3.3. Avaliacao da atividade da enzima Catalase (CAT)

Quando se fala em CAT, automaticamente ja se pensa em SOD, pois sdo duas
enzimas que trabalham conjuntamente para regular o estresse oxidativo do organismo, e
portanto, elas também devem ser analisadas conjuntamente.

Nos experimentos realizados pdde-se ver que os controles positivo (vitamina C), da
inflamacéo (MSU) e normal encontram-se bem similares aos controles da SOD (Figura 20).
Apenas o tratamento com o controle positivo, vitamina C, demonstrou diferenca significativa
guando comparado ao controle inflamado (MSU).

Os tratamentos com o extrato etandlico de L. pinaster nas doses de 40, 125, 375
mg/kg ndo demonstraram atividade significativa quando comparadas com o controle MSU,

na atividade da enzima catalase (Figura 20).
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Avaliando o efeito das substancias: acido E- licnoforico, vitexina, acido cinamico,
rutina, quercetina, lupeol, estigmasterol, acido cafeico e acido clorogénico, na dose de 15
mg/kg, sobre a atividade da catalase (Figura 21), p6de-se observar que apenas 0
sesquiterpeno, acido E- licnoférico apresentou diferenca significativa com relagdo ao
controle inflamado do experimento (MSU), demonstrando um efeito antioxidante por

aumentar a CAT.

QUANTIFICACAO DA CAT

0

o 60

(@]

n ——

o

= 40

()

= -

o

o 204

- T
- T
<

@)

-}

Norm al

MSU
Vitamina CH
EEL 40 4
EEL 125+
EEL 375+

GRUPOS TESTADOS (mg/kg)

Figura 20: Efeito do EEL nas doses de 40, 125 e 375 mg/kg e da vitamina C (250 mg/kg), composto
antioxidante padréo, sobre a atividade CAT (em camundongos C57BL/6) no modelo de artrite induzida por
MSU. Os valores séo representados em U CAT / mg de proteinas totais. *P < 0,05 em comparacao ao controle
MSU (n=6, ANOVA seguida de teste Dunnet).
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Figura 21: Efeito das principais substancias presentes no EEL, na dose de 15 mg/kg, e da vitamina C (250
mg/kg), composto antioxidante padréo sobre a atividade da CAT (em camundongos C57BL/6) no modelo de
artrite induzida por MSU. Os valores séo representados em U CAT / mg de proteinas totais. *P < 0,05 em
comparacdo ao controle MSU (n=6, ANOVA seguida de teste Dunnet).

Um resumo dos efeitos bioldgicos promovidos pelo EEL e substancias € mostrado na

tabela 4.
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Tabela 4: Resumo dos efeitos do EEL e das principais substancias deste extrato sobre a nocicepcao,
antiartrite gotosa e estresse oxidativo.

Diminuigao s Diminuicdo Aumento Aumento
) . Diminuicdo da
Substancia Dose Antinocicepg¢ao da Migracdo concentracao da da o . c.la . c.ia
d(,e . IL-1p concentracao Atividade Atividade
neutréfilos de TNF a da SOD da CAT
EEL 40 40 mg/Kg N S S S N N
EEL 125 125 mg/Kg N S S S N N
EEL 375 375 mg/Kg S S S S N N
Acido E-licnoférico 15 mg/Kg N S S N S S
Vitexina 15 mg/Kg N S S S S N
Acido cinamico 15 mg/Kg S S S N N N
Rutina 15 mg/Kg N S S N N N
Quercetina 15 mg/Kg S S N N N N
Lupeol 15 mg/Kg S S N N N N
Estigmasterol 15 mg/Kg S S S N N N
Acido cafeico 15 mg/Kg N S S S N N
Acido clorogénico 15 mg/Kg N S N N N N
Indometacina 3 mg/Kg S S S S
Vitamina C 250 mg/Kg S S

IL-1 B - Interleucina 1 B; TNF-a. — Fator de Necrose Tumoral a; SOD - Superdxido Dismutase; CAT - Catalase
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9. DISCUSSAO

A hiperuricemia leva a um quadro clinico que ocorre devido a alta producao ou baixa
excrecdo de &cido drico, e é o primeiro passo para o desenvolvimento da gota. A
insulficiéncia renal tem papel predominante no surgimento da hiperuricemia, pois ela
acomete 90% dos pacientes hiperuricémicos (Alvarez-Lario e Alonso-Valdivielso, 2014).
Dessa forma, pacientes com baixa excre¢éo de 4cido drico utilizam farmacos com atividade
uricosurica, tais como benzbromarona, sulfinpirazona e probenecida, que apesar de
possuirem efeitos adversos graves, sao eficientes na sua acdo. Em casos de hiperuricemia
e na gota cronica também sao utilizados farmacos que agem no controle dos niveis de acido
arico serico, denominados uricostaticos. O alopurinol e o febuxostate, possuem muitos
efeitos adversos graves, porém sao as Unicas escolhas de tratamento para este fim.
Entretanto o febuxostate é um farmaco cujo uso néo foi liberado no Brasil (Murugaiyah e
Chan, 2009).

Quando a concentracdo de acido urico no sangue ultrapassa 6,8 mg/dl, este pode
se depositar, na forma de cristais de urato monossédico (MSU), em articulacdes, tecidos
subcutaneos ou rins (Tausche et al., 2009). A lesdo ocasionada pelo MSU ativa o
inflamassoma NLRP3, que faz a traducéo da citocina pro-IL-13. Porém ela s6 tera atividade
apos ser clivada pela protease caspase 1, sendo convertida em IL-18 (Borghi, 2013;
Ramonda, 2015). Apds sua ativacao ela sera liberada para o meio extracelular (Martinon,
2002; Mariathasan, 2004). Os altos niveis de IL-18 tem a funcdo de sinalizar os
nociceptores, sensibilizando-os de forma a gerar a dor inflamatoria e assim o sistema de
defesa do organismo (Martinon et al., 2006; Ren e Dubner 2010). Consequentemente, ha
sintese e liberacdo de varios mediadores, como as citocinas pro-inflamatorias IL-1, IL-6, IL-
8 e TNF-a, enzimas (COX-2 e INOS), moléculas de adeséao, entre outros, que irdo iniciar o
reparo da lesdo causada pelo MSU, inicialmente, recrutando e ativando a infiltracdo de
neutrofilos no tecido afetado (Coutinho et al., 2009). Estes, por meio de sinais quimiotaticos,
atraem mais células de defesa para o local da inflamacdo, como mondcitos, células
dendriticas, macrofagos (Nathan, 2006). Essa alta concentracdo de células, também
aumenta a respiracao celular, pois ha maior absorcdo de oxigénio. Desta forma séo
formadas espécies reativas do oxigénio, como por exemplo o anios superoxido, peréxido
de hidrogénio, radical hidroxila que causam um desequilibrio entre sua producdo e os
metabdlitos reativos, gerando o estresse oxidativo (Reuter et al., 2010). Este desequilibrio

€ prejudicial as células, causando danos ao organismo como um todo (Durackova, 2010).
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O organismo humano possui um complexo sistema antioxidante, que o proteje dos
radicais livres, que sdo produzidos constantemente no metabolismo normal, e, também, em
casos de patdégenos no sistema. Porém, quando esse sistema por algum motivo entra em
desequilibrio, é desencadeado o estresse oxidativo (Machado et al., 2009). Entéo, para
reestabelecer o seu funcionamento normal, algumas enzimas antioxidantes passam a
atuar, tais como GSH, SOD, CAT, GPx, GR, além de algumas vitaminas, como a vitamina
E e 0 acido ascorbico (Ferreira e Matsubara, 1997).

A artrite gotosa € uma doenca crbnica, altamente destrutiva, que ndo possui cura e
apresenta fases severas de crise aguda. Além disso, a sua terapia medicamentosa nao é
completamente eficiente, e apesar de controlar os sintomas, ela também possui efeitos
adversos severos (Lima, 2014). Na crise aguda da gota, o uso de AINES, é o tratamento
de primeira escolha (Azevedo et al., 2017). Em alguns casos sdo usados corticoides e
colchicina, alcaloide natural obtido da espécie Colchico autumnale L. (Roberts, 1987).

A indometacina € um anti-inflamatorio da classe dos AINES, que também exerce
funcao antipirética e analgésica, usada em diversas situacdes, como por exemplo no alivio
da dor, na tumefacdo e dores articulares (Brunton et al.,, 2010). No entanto, os AINES
podem ocasionar insulficiéncia cardiada e renal, aumento da pressdo arterial, acidente
vascular cerebral (AVC) e risco de infarto do miocéardio (Batlouni, 2010).

Assim, a busca por novas opc¢des para o tratamento da artrite gotosa é relevante. Os
dados obtidos no presente estudo mostraram os efeitos produzidos pelo extrato etandlico
da L. pinaster e de seus principais constituintes quimicos na artrite gotosa, inflamacéo e
dor.

Na literatura ha diversos produtos naturais que se mostraram potencialmente eficazes
para o tratamento da inflamacdo e gota. Estudo realizado por Guzzo e colaboradores
(2008), demonstrou a atividade antinociceptiva do extrato etandlico de L. pinaster (750
mg/kg) no modelo de contor¢des induzidas por acido acético e no modelo de placa quente,
além de efeito antiedematogénico no edema de pata induzido por carragenina (Guzzo et
al., 2008).

Em estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa (Muller, 2017), o extrato
etandlico de L. pinaster e 0s componentes quimicos principais deste extrato, com excec¢ao
da quercetina e da rutina, promoveram efeito antiedematogénico no modelo do edema de
pata induzido por MSU em camundongos Swiss (Muller, 2017). O acido E-licnoférico (15
mg/kg) foi o que apresentou a melhor atividade, seu efeito foi equivalente ao da

indometacina nos tempos de 24, 48 e 72 h ap6s a inducdo do edema. A Rutina, lupeol,
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estigmasterol e os acidos clorogénico e cafeico (15 mg/kg) também se mostraram ativos no
modelo de edema de pata induzido por MSU (Muller, 2019).

No presente trabalho, as atividades antinociceptiva e anti-inflamatoria do extrato
etanodlico de L. pinaster (EEL) e das principais substancias isoladas desta espécie foram
avaliadas em camundongos C 57 Black 6 com artrite gotosa induzida pela injecéo intra-
articular de MSU. O tratamento dos animais foi feito com EEL (40,125,375 mg/kg) e com
rutina, quercetina, lupeol, estigmasterol, vitexina e com os acidos E-licnoférico, cinamico,
clorogénico e cafeico na dose de 15 mg/kg por via oral.

EEL apresentou atividade antinociceptiva na maior dose avaliada. As substancias
responsaveis por esse efeito foram o &cido cinamico, quercetina, lupeol e estigmasterol.
Entre as substancias presentes em EEL, o lupeol foi a que proporcionou melhor resultado
antinociceptivo, sendo seu efeito superior ao da indometacina (controle positivo). Estudos
in vitro, mostraram que lupeol foi capaz de inibir a liberacdo de PGE-2 (Fernandez et al.,
2001). O acido aracdonico presente nas ceélulas sofre acdo das ciclooxigenases (COXs) e
da prostaglandina E sintase terminal (PGES) para sua conversdao a PGE-2. Esta
prostaglandina tem importante papel na inflamacéao de doencas como artrite reumatdide e
artrose (Park et al., 2006).

No teste da dor induzida por formalina, a quercetina aumentou o tempo que o animal
levou para lamber a pata (Willain Filho et al., 2008). Além disso, quercetina foi capaz de
reduzir o edema de pata induzido por carragenina (Morikawa et al., 2003).

A migracédo de neutrdfilos também foi avaliada na fase aguda da artrite gotosa, no
tempo de 6 horas apoés injecdo de MSU na cavidade periarticular. O tratamento com EEL,
nas trés doses, reduziu a migracao de neutroéfilos, porém a melhor dose foi a de 125 mg/kg,
nao produzindo efeito dose-dependente. Além do mais, EEL, nas trés doses, reduziu a
concentracao das citocinas IL-13 e TNF-a no tecido periarticular, comportando-se de forma
dose-dependente na dosagem do TNF-a. Assim, EEL demonstrou atividade antinociceptiva
e antiartrite por inibir a migracao de neutrofilos e reduzir as concentracfes de IL-13 e TNF-
a na articulacao.

Em relacdo as substancias presentes na L. pinaster, todas inibiram a migracdo de
neutrofilos para a regido periarticular.

Em estudos prévios de Hebeda (2011), o acido clorogénico inibiu a migracdo de
neutréfilos em ensaios sobre fungcbes de neutrofilos in vitro, incubados com &acido
clorogénico e LPS de Escherichia coli (Hebeda et al., 2010).

Quando ha inflamacdo aguda, as respostas iniciais de defesa do organismo sao

elementos da imunidade inata, como lesao tecidual e celular, aumento da permeabilidade
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vascular e migracdo de leucdcitos, predominantemente neutrofilos e macréfagos (Curvinel
et al.,, 2010). Sendo assim, 0 extrato etandlico e substancias avaliadas se mostraram
capazes em reduzir a concentracao de neutrofilos no local inflamado e, consequentemente,
apresentaram atividade anti-inflamatoria.

O processo inflamatério da gota é caracterizado pela infiltracdo de cristais de urato
monossodico (MSU) nas articulacdes de pacientes hiperuricémicos. Macrofagos fagocitam
esses cristais de &cido udrico formando o inflamassoma, que resulta na clivagem da
caspase-1, maturacao e liberacdo de IL-1B8. Quando a IL-1B ativa seus receptores, na
sequéncia quimiocinas sao liberadas e neutréfilos sdo recrutados para a articulacao
afetada. Dessa forma, potencializa a inflamacéo, acometendo o tecido, causando danos,
disfuncdo e dor na articulacdo (Amaral et al., 2016). Devido a este fato foi importante
compreender alguns dos mecanismos pelos quais as principais substancias presentes em
EEL desempenharam na inflamagéo da artrite.

Como houve diminuicdo da concentracédo de IL-1f na regido onde a inflamacgao foi
induzida, podemos sugerir que os tratamentos com EEL inibiram a producdo de IL-1(,
dessa forma ndo houve ativacéo dos receptores para a liberacdo dos neutrdfilos, ja que os
mesmos permaneceram em baixas concentracbfes na cavidade articular durante o
tratamento. Na avaliacdo da dosagem de IL-1B, apenas os tratamentos com rutina,
estigmasterol, vitexina e com os acidos E-licnoforico, cinamico e cafeico diminuiram a
concentracdo da IL-1, tendo a vitexina efeito similar ao da indometacina.

O grupo de animais tratados com quercetina apresentou concentracdo de IL1- ainda
maior que o controle inflamado, porém esse fato se justifica pela sua baixa
biodisponibilidade oral em camundongos (Rabelo, 2017). Experimentos in vitro realizados
com a guercetina mostraram que esta promoveu a reducao da producdo de NO e TNF-a
em modelo celular de mastécitos humanos (Park et al., 2008). No presente estudo, o
tratamento com quercetina, in vivo, ndo reduziu a concentracdo de TNF-a. Os efeitos
antinociceptivo e anti-inflamatério apresentados por ela foram decorrentes da inibicdo da
migracao de neutrofilos e reducéo da concentracdo de IL-1B no tecido periarticular.

Rosa e colaboradores (2016) demonstraram a eficacia da vitexina (5, 15 e 30 mg/kg)
na reducdo da peritonite induzida em camundongos. Vitexina inibiu a migracdo de
neutrofilos e reduziu a liberagéo de IL-13, TNF-a e NO por macréfagos RAW 267.4 (Rosa
et al., 2016). Em nosso trabalho, os tratamentos com vitexina e acido cafeico diminuiram a
concentragdo do TNF-a na cavidade periarticular dos camundongos, sem diferencas

significativas em relacdo a indometacina (controle positivo).
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O efeito anti-inflamatério do lupeol (25 mg/kg), administrado por via oral, sobre o
edema de pata induzido em camundongos por MSU foi demonstrado em estudos prévios
conduzidos por de Souza e colaboradores (2012), (de Souza et al., 2012). No presente
trabalho, lupeol foi capaz de reduzir a migragédo de neutrofilos. No entanto, ndo reduziu as
concentragdes de IL-13 e TNF-a no tecido periarticular, indicando que um dos mecanismos
pelo qual exerceu os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatorio foi pela inibicdo da migracao
de neutréfilos e ndo por acdo sobre estas citocinas. Estudos in vitro realizados por
Fernandez et al., (2001), mostraram que lupeol foi capaz de inibir a liberagéo de IL-1 e TNF-
a. No entanto, nos experimentos in vivo realizados neste trabalho esses resultados nao
foram confirmados.

O estresse oxidativo estd inteiramente relacionado ao processo inflamatorio, pois
guando os neutrofilos séo recrutados para o local da leséo eles liberam espécies reativas
de oxigénio e de nitrogénio, as chamadas EROS e ERN, respectivamente (Siti et al., 2015).
Sendo assim, foi objetivo desse trabalho avaliar a influéncia dos tratamentos com EEL e
seus principais constituintes quimicos sobre a atividade das enzimas antioxidantes SOD e
CAT, no tecido periarticular apos 6 horas de injecdo intra-articular de MSU em
camundongos.

SOD e CAT sao enzimas complementares, pois elas atuam juntas no estresse
oxidativo e protegem o organismo de futuras lesdes. A SOD dismuta o radical superoxido,
produto oxigenado produzido pela respiracéo aerébica em organismos vivos, em peroxido
de hidrogénio e oxigénio. E entdo a CAT entra com sua acéo de dismutar o peroxido de
hidrogénio em oxigénio e 4gua, amenizando o estresse oxidativo causado em situacdes de
inflamacéo (Barbior, 1997).

Como resultado do experiemento, a pesquisa de atividade da SOD no grupo controle

da inflamacao (MSU) encontra-se em uma situacao basal, assim como o controle normal,
0 que pode ser explicado por varias hipéteses:
1- A acao de pro-oxidantes, que sdo substancias que induzem o estresse oxidativo por
meio de espécies reativas de oxigénio ou pela inibicdo dos sistemas antioxidantes, e dessa
forma agem como uma resposta adaptativa ao estresse oxidativo. Existem varios pré
oxidantes que atuam ativando um fator de transcricdo chamado NRF2. O NRF2 migra para
0 nucleo celular e ativa a trancricdo de enzimas antioxidantes, por exemplo SOD e CAT.
Porém esse mesmo fator de trancricdo também ativa enzimas oxidantes, agindo de forma
dual (Day, 2014; Lushchak, 2014).
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Quando ocorre esse estimulo estressor, ele pode agir com intesidades variadas,
sendo muito intenso, médio ou baixo, 0 que ird determinar a acdo diferencial dessas
enzimas antioxidantes (Day, 2014; Lushchak, 2014).

Normalmente, o processo inflamatorio irh aumentar as enzimas antioxidantes pela
resposta adaptativa. Entretanto, neste caso, o agente estressor (MSU) pode ter sido tdo
intenso que inibiu a atividade da enzima SOD por modificacdo pos traducional, ou seja,
houve deslocamento da NFR2 e aumento da transcrigdo e tradugdo da SOD , porém a
proteina nao ficou ativa.

O estimulo estressor intenso causado pelo MSU pode ser explicado pela leséo
tecidual causada pela injecao intra-articular juntamente com a agao oxidante ocasionada
pelo proprio MSU, pois lesdo tecidual associada a sangramentos liberam hemoglobina e
ferro, que sdo agentes que promovem acumulo de substancias oxidantes (Ferreira e
Matsubara, 1997).

2 - Asegunda hipotese pode estar relacionada a deficiéncia de alguns fatores para acao
normal da SOD. Neste caso, dosamos SOD total (SOD zinco, SOD manganés, SOD
mitocondrial, SOD citosdlica) e os diferentes tipos de SOD dependem de varios fatores,
como ions e minerais para ser ativada. Entao qualquer desequilibrio nesses ions e minerais
na biologia dos camundongos, pode afetar a ativacdo da enzima SOD (Barbior, 1997;
Ferreira et al., 1997).

3 -  Outra proposta é o tempo de administracdo do estressor, que pode ter afetado as
respostas antioxidantes. Neste experimento o periodo de inflamacédo foi de 6 horas,
considerando uma inflamac&o aguda, e este curto tempo pode néo ter sido suficiente para
0 organismo do camudongo ter uma resposta adaptativa.

Além dessas hipéteses citadas é necessario atentar-se que o sistema de defesa
antioxidante € muito amplo, pois ha outras enzimas que também atuam nesse processo,
como a glutationa (GSH), que age em parceria com a glutationa peroxidase (GPx ou GSH-
Px) e a glutationa redutase (GR ou GSH-Rd). Também o metal selénio tem grande
importancia no estresse oxidativo, agindo na enzima (seleno-cisteina) para catalisar a
dismutacéo do peroxido (Barreiros et al., 2006).

No resultado do experiemento da CAT seus controles, controle da inflamacao (MSU)
e normal encontram-se em uma situacdo basal, assim como os controles normal e

inflamado da SOD, que podem ser explicados de forma similar:
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1- A acéo estressora foi tdo intensa que inibiu a atividade da enzima CAT por modificagédo
pos traducional, ou seja, houve deslocamento da NFR2 e aumento da transcricdo e
traducdo da CAT , porém a proteina ndo ficou ativa (Day, 2014; Lushchak, 2014);

2- Uma possivel deficiéncia na atividade de NADPH, pois este € necessario para a ativacao
da enzima CAT (Ferreira e Matsubara, 1997);

3- O estimulo estressor intenso ocasionado pelo MSU, juntamente com a lesao tecidual
causada pela injecédo intra-articular associada a acdo oxidante gerada pelo proprio MSU,
levou a leséo tecidual com consequente sangramento, liberando hemoglobina e ferro, que
sdo agentes que promovem acumulo de substancias oxidantes (Ferreira e Matsubara,
1997);

Porém mesmo esses dois controles (MSU e normal) comportando-se nessas
condicbes, o controle positivo referénte a vitamina C, se comportou com atividade
antioxidante tanto sob a SOD, quanto sob a CAT, como registrado em estudos anteriores
(Barbosa et al., 2010), validando o modelo experimental.

No caso da quercetina, que possui capacidade antioxidante bem descrita na literatura
e comprovada acdo no aumento da atividade da SOD e CAT em experiementos in vitro,
guando administrada em camundongos por via oral, demonstrou possuir baixa
biodisponibilidade. Este fato justifica os resultados obtidos no presente estudo, onde o
tratamento com quercetina ndo promoveu atividade antioxidante em relacédo a SOD e CAT
nos experiementos in vivo quando comparado ao valor do controle MSU (Rabelo, 2017).

A capacidade antioxidante foi desempenhada apenas pelo controle positivo (vitamina
C), acido E- licnofdrico e vitexina. No entanto, a vitexina, aumentou as concentragcfes de
CAT e o acido E-licnoférorico as de SOD e CAT no tecido periarticular. Considerando que
a enzima SOD tem a funcdo de formar o peroxido de hidrogénio e a CAT pela sua
degradacédo, deve-se analisa-las em conjunto. O acido E- licnoférico apresentou melhor
atividade antioxidante em relacdo a SOD-CAT. No caso da vitexina pode-se considerar que
sua atividade antioxidante também foi efetiva em aumentar CAT, mas ndo aumentou as
concentracfes de SOD. Desta forma, como a funcdo da CAT é degradar o peroxido de
hidrogénio, supbe-se que a conversao de espécies reativas do oxigénio pode ter sido feita
por outra enzima antioxidante como a glutationa oxidase, que tem a funcao de converter o
oxigénio em peroéxido de hidrogénio. E atuando junto a glutationa oxidase a vitexina pode
ter promovido a acdo de neutralizar o peréxido de hidrogénio convertendo-o em &agua,
devido ao aumento das concentracdes de CAT no experiemento.

Corrobando com os resultados deste estudo, o flavonoide vitexina demonstrou

capacidade antioxidante significativa em ensaios in vitro de acido tiobarbitarico (TBA) e,
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também, mostrou efeito protetor sobre o estresse por peroxido em Escherichia coli
desenvolvidos por Zhang e colaboradores, (2014) (Zhang et al., 2014).

O controle positivo (vitamina C) aumentou as concentragdes tanto de SOD como de
CAT, comprovando seu efeito antioxidante.

Em estudos realizados in vitro por Sato e colaboradores, (2010), o acido cafeico e o
acido clorogénico mostraram capacidade antioxidante em ensaios do tipo desempenho
antioxidante total (TAP) (Sato et al.,, 2010). Porém, estas duas substancias néao
apresentaram capacidade de aumentar a SOD e CAT no experimento in vivo deste trabalho.

No presente trabalho os efeitos de EEL e de suas principais substancias sobre a artrite
gotosa foram demonstrados pela primeira vez no modelo usado. Este modelo experimental
mostrou-se enriquecedor, pois foi capaz de avaliar diversas acdes farmacolégicas e
também foi capaz de demonstrar alguns mecanismos de ac¢do do EEL e das substancias
de L. pinaster em doses menores das quais ja foram avaliadas na literatura.

O tratamento atual da gota mostra-se eficaz, porém sdo reduzidos e com alto grau de
efeitos adversos, por isso este trabalho pode proporcionar resultados que fazem da espécie
L. pinaster uma alternativa para aumentar o arsenal terapéutico da gota, juntamente com

possibilidades futuras de um tratamento com maior eficacia na terapia da inflamacéo e dor.
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10. CONCLUSAO

A gota é uma doenca que apesar de ter alguns tratamentos pré-estabelecidos, eles
ainda se mostram inadequados devido ao alto grau de efeitos adversos, a
hipersensibilidade de alguns pacientes aos medicamentos usados e a baixa adesao dos
pacientes a terapia. Sendo assim, a obtencéo de novos prototipos de farmacos e farmacos
a partir de plantas e de novos fitoterapicos aumentariam o arsenal terapéutico para o
tratamento da gota e as chances de maior adesao ao tratamento.

No presente estudo o EEL apresentou atividade antinociceptiva e antiartrite gotosa
por inibir a migracdo de neutrdfilos e reduzir as concentragdes de IL-13 e TNF-a na regiao
inflamada, indicando seu efeito sobre a reducdo da producdo destas citocinas. O &cido
cindmico, quercetina, lupeol e estigmasterol foram as substancias presentes em EEL
responsaveis pelo efeito antinociceptivo apresentado pelo extrato. Rutina, quercetina,
vitexina, lupeol, estigmasterol e os acidos E-licnoférico, cinamico, cafeico e clorogénico sao
0s constituintes responsaveis pela atividade do extrato na antiartrite gotosa.

Em relagcdo a atividade antioxidante, apenas as substancias vitexina e acido E-
licnoférico aumentaram a atividade das enzimas SOD e CAT no tecido periarticular da
articulacao fémur tibial. Apesar dos efeitos apresentados por estas substancias no estresse
oxidativo, o EEL ndo mostrou nenhum efeito antioxidante.

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram o potencial do extrato etandélico
de partes aéreas de L. pinaster e das substancias presentes nesse extrato para o

tratamento da dor e inflamacéo decorrentes da artrite gotosa.
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