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RESUMO 
 

A gota é uma enfermidade que acomete as articulações e tecidos subcutâneos devido à 

deposição de cristais de ácido úrico nestes locais, seguido de inflamação, dor e disfunção 

do membro atingido. Os fármacos disponíveis atualmente para o tratamento da artrite 

gotosa são reduzidos, sua farmacoterapia não abrange todos os sintomas da gota em 

apenas um medicamento e apresentam uma série de efeitos adversos, justificando a 

necessidade da busca por novas opções terapêuticas. As Lychnophoras, conhecidas 

popularmente como “arnica”, são espécies utilizadas na medicina popular na forma de 

soluções hidroalcóolicas ou pomadas para o tratamento da dor, reumatismo e inflamação. 

Pesquisas anteriores realizadas na UFOP demonstraram os efeitos do extrato etanólico da 

Lychnophora pinaster (EEL) sobre a hiperuricemia, inflamação e nocicepção. O presente 

estudo avaliou os efeitos do EEL e de seus constituintes químicos principais sobre a artrite 

induzida por cristais de urato monossódico (MSU) na articulação fêmur-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 nocicepção de maneira 

equivalente a indometacina, fármaco anti-inflamatório (padrão) do experimento. 

Provavelmente as substâncias presentes no EEL, ácido cinâmico, quercetina, lupeol e 

estigmasterol foram responsáveis pelo efeito antinociceptivo de EEL, sendo que o lupeol 

foi mais efetivo que a indometacina. Na determinação da atividade antioxidante, o EEL não 

apresentou efeito sobre a atividade das enzimas superóxido dismutase (SOD) e catalase 

(CAT) no tecido periarticular. Das substâncias avaliadas, apenas vitexina promoveu o 

aumento da atividade da CAT e o ácido E-licnofórorico estimulou o aumento tanto da 

atividade da SOD quanto da CAT. A redução da migração de neutrófilos para a cavidade 

periarticular da articulação fêmur tibial dos camundongos foi observada nos grupos tratados 

com diferentes doses do EEL e nos grupos tratados com as substâncias presentes em L. 

pinaster, ácido cinâmico, rutina, quercetina, vitexina, lupeol, estigmasterol, ácido cafeico e 

ácido clorogênico. Neste trabalho o efeito anti-inflamatório do EEL observado, ocorreu pela 

inibição da migração de neutrófilos e pela redução das concentrações das citocinas pró-

inflamatórias, IL-1β e TNF-α, na região inflamadada. Todas as substâncias detectadas no 

EEL contribuíram para os efeitos do extrato sobre a artrite. O ácido cinâmico, a rutina, ácido 

E-licnofórico e o estigmasterol demonstraram sua capacidade de inibição da IL-1β. Já o 

ácido cafeico e a vitexina promoveram a diminuição tanto da citocina IL-1β, como do TNF-

α. Dessa forma, o extrato etanólico de Lychnophora pinaster e seus constituintes principais 
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se mostraram promissores para o tratamento da dor e inflamação decorrentes da artrite 

gotosa. 

Palavras-chaves: Lychnophora pinaster, dor, inflamação, gota, neutrófilos, IL-1β, TNF-α, 

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, 

quercetin, 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-1β and TNFα 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-1β. Caffeic acid and vitexin promoted a decrease in both IL-1β and TNFα 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-1β, TNF-α 

 



 
 

 

1. INTRODUÇÃO GERAL 

A gota é uma artrite inflamatória, que se caracteriza quando há um distúrbio do 

metabolismo de purinas. Dessa forma quando os níveis séricos de urato, encontram-se 

superiores a 6,8 mg/dl (Tausche et al., 2009) é desencadeado a hiperuricemia, que 

juntamente com o aumento da síntese ácido úrico e diminuição da sua excreção pelos rins, 

pode haver cristalização do monourato de sódio e sua deposição nas articulações, tecidos 

subcutâneos e rins. Esses cristais desencadeiam uma resposta imunológica, dando origem 

a inflamação no local afetado (Lima et al., 2015; Lioté e Ea, 2006).  

Descrita há mais de dois milénios, a gota também era conhecida como “ Doença 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 estão 

ligados a predisposição a artrite gotosa, pois o consumo em excesso de carne e vinho 

resultam no aumento da catabolização do ácido úrico pela via das purinas no organismo 

humano. Outros fatores que predispõem a gota são, o sexo masculino, mulheres na pós 

menopausa, obesidade, hipertensão arterial, insulficiência renal e o uso de alguns 

medicamentos, como os tiazídicos (Mediavilla e Miguel, 2011). 

O ácido úrico é o produto final de catabolização das purinas em humanos, portanto 

quando há um distúrbio metabólico na sua síntese ou excreção, utiliza-se como principais 

recursos terapêuticos no tratamento da gota, fármacos para controle da hiperuricemia, 

medicamentos uricosúricos e terapia anti-inflamatória. (Souza, 2012). 

Há muitos anos os seres humanos procuram na natureza alternativas que tragam 

melhorias a sua saúde e aos seus hábitos cotidianos, de forma que aumentem também sua 

expectativa e qualidade de vida (OMS, 2000). Por isso o uso das plantas medicinais já faz 

parte da rotina de muitas pessoas. Nas últimas décadas o interesse pela fitoterapia 

aumentou consideravelmente entre os grupos de usuários, pesquisadores e servidores da 

saúde pública. Dados relatados pela Organização Mundial da Saúde (OMS) confirmaram 

esse estudo, indicando que 80 % da população dos países em desenvolvimento utilizam 

práticas tradicionais nos seus cuidados básicos de saúde e 85 % usam plantas medicinais 

ou preparações destas. Sendo assim, os estudos sobre a etnobotânica e etnofarmacologia 

das plantas medicinais tem tido mais foco na ciência (Oliveira, 2017). 

Com isso, é necessário realizar estudo do EEL e suas substâncias majoritárias, tendo 

como objetivo a avaliação da atividade farmacológica na artrite gotosa, inflamação e 

nocicepção. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

  Artrite Gotosa 

 

Cerca de 200 anos a hiperuricemia é considerada a principal etiologia da gota, uma 

artrite inflamatória causada pela precipitação de ácido úrico nas articulações, tecidos e 

líquido sinovial (El-Tantawy, 2019). Grande parte dos enfermos com histórico de 

hiperuricemia não desenvolve a gota, porém 10% dos hiperuricêmicos manifestam a gota. 

(Tausche et al., 2009). 

O ácido úrico é o produto final do metabolismo das purinas (Figura 1). Em condições 

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 

degradação das purinas no organismo humano, que origina como produto final o ácido 

úrico. Em alguns casos identificados em primatas, a gota está associada à ausência do 

gene que decodifica a uricase, uma enzima responsável pela conversão do ácido úrico em 

alantoína, que tem características mais solúveis que o ácido úrico, figura 1 (Santos, 2016). 

Nesse caso a ausência do gene que decodifica essa enzima também resulta no MSU como 

produto final (Hochberg, et al., 2015). Estas purinas são provenientes da dieta, da 

conversão do ácido nucleico tecidual em nucleotídeos de purina e da síntese do novo de 

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

 

A hiperuricemia é caracterizada por anormalidades nos sistemas enzimáticos de 

regulação do metabolismo de purinas ou diminuição da excreção de ácido úrico pelos rins, 

juntamente com a elevação de ácido úrico sérico superior a 6,8 mg/dl (Strilchuk et al., 2019). 

Alguns fatores comportamentais são 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 índice de massa corpórea, pois esta 

influencia na baixa excreção de ácido úrico, juntamente com o aumento da produção 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 à ingestão de gorduras saturadas, que são fontes de aumento da 

resistência insulínica em obesos, leva a redução renal de urato.   

O segundo fator que predispõe a gota é a ingestão de bebidas alcoólicas, onde o risco 

em desenvolver gota, possui característica dose-dependente. O álcool age tanto na 

redução da excreção, quanto no aumento da produção do ácido úrico. 
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Os níveis de ácido úrico sérico podem ter relação com as doenças cardiovasculares, 

como a hipertensão e o risco de eventos coronarianos e também podem estar ligados ao 

desenvolvimento de doenças renais (Choi e Curhan, 2017; Park et al., 2014; Pasalic et al., 

2012; Roddy e Choi, 2014; Zang et al., 2006). 

Por fim, têm-se medicamentos que induzem ou diminuem a hiperuricemia. O salicilato, 

fenofibrato, losartana e bloqueadores de canais de cálcio, são medicamentos com efeitos 

hipouricêmicos, já os beta bloqueadores e tiazídicos elevam os níveis séricos de ácido úrico 

(Santos, 2016).  

 

 

2.1.1 Inflamação 

 

 A Inflamação é uma resposta do organismo com o objetivo de protegê-lo de danos 

celulares causados por micro-organismos, agentes físicos e químicos, necrose tecidual, 

reações imunológicas, reações alérgicas, entre outras. (Lima et al., 2007; Orellano, 2015). 

Inicialmente, a resposta inflamatória é inespecífica, também chamada de resposta inata, 

pois ela independe do agente agressor. A sequência de eventos após a resposta inata 

dependerá do agente agressor e do tipo de tecido ou órgão atingido, o que levará a 

diferentes sintomas e diferentes formas de defesa, por isso então chamadas de resposta 

imune específica ou adaptativa (Coutinho et al., 2009). 

O processo de resposta inflamatória inicia-se com o aumento do fluxo sanguíneo, 

aumento da permeabilidade vascular, edema e dor. Esses fatores estão relacionados com 

a migração de diferentes células imunológicas, que são coordenadas por moléculas pró e 

anti-inflamatórias, como prostaglandinas (PGs) e citocinas. As primeiras células a migrarem 

para o tecido lesado são os neutrófilos e mastócitos teciduais, com subsequente surgimento 

de diferentes células do sistema imune para o local da lesão, como linfócitos, células 

dendríticas, mastócitos, fibroblastos, entre outras. Juntamente a essa sequência de eventos 

desempenhadas pela resposta imune inata, está a reação adaptativa, que está relacionada 

especificamente a um determinado agressor, para dar suporte a reação imune inata, onde 

linfócitos migrarão para a área afetada e iniciarão o processo de produção de anticorpos. 

Dessa forma, o processo inflamatório inibe a proliferação do patógeno agressor e 

reestabelece o tecido (Coutinho et al.,2009; Lima et. al, 2007; Orellano, 2015). 

O processo inflamatório da artrite gostosa acontece na crise aguda desta patologia, 

onde os cristais de urato presentes nas articulações e tecidos moles se acumulam, e sofrem 

ação das células imunológicas que estão no líquido sinovial, como os macrófagos, que 
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agem fagocitando os cristais de ácido úrico. A partir de então são liberadas citocinas, tais 

como interleucina 1 β (IL-1β), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8 (IL-8) e fator de necrose 

tumoral α (TNF-α), que atuam aumentando a dilatação dos vasos sanguíneos e a 

permeabilidade celular, de modo que haja o recrutamento de outras células, sendo a 

principal delas os neutrófilos, que ao ingerirem cristais de ácido úrico (MSU) sofrem morte 

celular, com consequente liberação de enzimas lisossomais. Este processo de formação 

do inflamassoma de neutrófilos tem duração de sete dias, e está associado aos episódios 

de crise da gota (Lima, 2014). Além disso, o estresse oxidativo nas células de defesa do 

organismo também liberam diversos mediadores pró-inflamatórios no processo de 

inflamação nas articulações (Azevedo et al., 2017; Lima, 2014; Machado et al., 2009). 

 

 

 

2.1.2 Estresse oxidativo 

 

Em organismos aeróbicos é normal ocorrer produção de radicais livres, devido ao 

metabolismo do oxigênio e a alguns eventos patológicos, tendo como consequência a 

redução incompleta desse componente químico, e então a formação de radicais livres. 

Porém o grande problema está na produção excessiva desses radicais, que pode levar a 

um desequilíbrio entre a capacidade de defesa antioxidante do sistema e a produção dos 

radicais, causando efeitos nocivos ao sistema biológico. Esse desequilíbrio é chamado de 

estresse oxidativo (Machado et al., 2009; Ferreira, 1997). 

O sistema de defesa antioxidante é gerado para proteger as células do estresse 

oxidativo, e assim evitar que importantes células percam suas funções vitais. Dessa forma, 

o sistema imunológico possui duas vertentes de proteção, uma delas age antes de ocorrer 

a lesão, composta pelas seguintes substâncias: glutationa reduzida (GSH), superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GSH-Px) e vitamina E. Já a 

segunda vertente tem como função reparar a lesão celular, e é composta pelo ácido 

ascórbico, 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 função dismutar o peróxido de hidrogênio em oxigênio e 

água, sendo essa reação dependente do NADPH, como ilustrado na Figura 2 (Barreiros et. 

al, 2006; Ferreira et al., 1997). 
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2𝐻2𝑂2  𝑁𝐴𝐷𝑃𝐻
→    
𝑐𝑎𝑡𝑎𝑙𝑎𝑠𝑒

 
 𝑂2 + 2𝐻2𝑂  

Figura 2: Dismutação do peróxido de hidrogênio em oxigênio e água. Fonte: (Barreiros et. al, 2006) 

 

Similar à CAT temos outra enzima antioxidante, chamada SOD, que também catalisa 

a dismutação de moléculas. Neste caso, a SOD converte o radical superóxido em peróxido 

de hidrogênio e oxigênio na presença do próton 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 mitocôndrias (Barbior, 1997; Ferreira et. 

al, 1997). 

 

2𝑂2
− + 2 𝐻+ →

𝑆𝑂𝐷

 
 𝑂2 + 𝐻2𝑂2 

Figura 3: Dismutação do superóxido em peróxido de hidrogênio e oxigênio. Fonte: (Barbior, 1997). 

 

O estresse oxidativo é um evento que também está relacionado a crise aguda da gota. 

Este ocorre quando no organismo há um desequilíbrio entre a oxidação de moléculas 

biológicas, decorrentes da ação de radicais livres e a proteção antioxidante proveniente do 

sistema de defesa. Dessa forma, o sistema imunológico atua sobre os radicais livres, ânion 

superóxido e peróxido de hidrogênio produzindo IL-2. Essa interleucina é um importante 

fator na resposta imunológica e, consequentemente, na inflamação sendo responsável pela 

maturação, diferenciação e ativação das células T (Azevedo et al., 2017; Lima, 2014; 

Machado et al., 2009; Smith, 1988). Sendo assim, o estudo das moléculas antioxidantes é 

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

 

 

2.1.3 Dor e nocicepção 

 

O conceito sobre a dor surgiu pela primeira vez pela Associação Internacional para o 

Estudo da dor, em 1986, onde ela foi definida como uma percepção de um estímulo 

potencialmente lesivo ao organismo (Iasp, 1986). Um evento doloroso tem como função, 

anunciar ao organismo sobre o risco de uma lesão, comportando-se como um mecanismo 

de proteção (Klaumann et al., 2008). 

Já a percepção do estímulo está diretamente relacionada aos nociceptores, presentes 

em maior quantidade na pele, vasos, músculos, articulações e vísceras, que ao receber um 

estímulo sobre uma lesão ou um sinal doloroso, imediatamente faz uma transdução desse 
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sinal ao sistema nervoso central, de forma que o organismo reaja protegendo-se da dor ou 

lesão (Alves et al., 2017; Klaumann et al., 2008). Nociceptores são receptores sensitivos 

primários que se encontram na pele, órgãos e articulações (Ferreira, 2010; Alves, 2017). 

O termo nocicepção e antinocicepção são usualmente empregados a animais, uma 

vez que eles não são capazes de verbalizar a dor, o que os difere dos humanos e, portanto, 

são correlacionados a eventos dolorosos como dor e analgesia, respectivamente (Jones, 

1992). 

A dor nociceptiva ocorre quando há ativação direta dos nociceptores devido a um 

estímulo térmico, mecânico ou químico (Sherrington, 1906). 

O processo doloroso se inicia com a transformação de um estímulo agressor em 

potenciais de ação (Rocha et al., 2007). O estímulo lesivo ativa os nociceptores presentes 

nas terminações nervosas das fibras nociceptivas Aδ e C, sendo a primeira mielinizada e, 

portanto, sua transmissão de sinal doloroso se faz de forma mais rápida, já que o nociceptor 

C não é mielinizado, fazendo dele um transdutor de sinal lento. As fibras C estão 

relacionadas aos nociceptores que agem através de estímulos químicos, térmicos e 

mecânicos e as fibras Aδ estão associadas a mecanoreceptores (Meyer et al., 1994). Essas 

fibras nervosas periféricas transferem sinais para o sistema nervoso central (Rocha et al., 

2007). O estímulo agressor é traduzido em sinais elétricos, passando pelo corno dorsal da 

medula espinhal e centros supraespinhais que serão transmitidos ao sistema nervoso 

central, onde na região do córtex cerebral será interpretado como dor (Besson & Chaouch, 

1987). 

As fibras nociceptivas Aδ e C possuem subtipos que estão relacionados com 

alterações periféricas, sendo classificadas com Aδ1, Aδ2, C1 e C2 (Neto, 2009). 

A dor inflamatória está diretamente relacionada a sensibilização de nociceptores 

periféricos, que compõem as fibras nervosas aferentes primárias (fibras nociceptivas Aδ e 

C), na presença de estímulos ocasionados por mediadores pró-inflamatórios ou a algum 

evento estimulador pró-nociceptivo, alguns deles demonstrados na tabela 1 (Fattori, 2016). 

A transdução de sinal dos nociceptores se inicia por meio de sua sensibilização 

ocasionada a partir de alguns estímulos nocivos, o estímulo nocivo pode ser térmico, 

mecânico ou químico. Como exemplo desses estímulos temos respectivamente, variação 

de temperatura, diferença de pressão osmótica nas células ou estiramento do tecido, 

ausência de oxigênio no sangue para manter as funções vitais ou dano tecidual seguido de 

inflamação. Além dos nociceptores ativos existe o nociceptor silencioso, o qual não 

responde a estímulos, à exceção de ações de mediadores inflamatórios ou em resposta a 

um agente agressor. Dessa forma, os nociceptores silenciosos, também chamados de 
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“silent”, só são sensibilizados e respondem a estímulos sensoriais após a ação destes 

mediadores, que podem ser cininas, bradicininas, histamina, hidrogênio, potássio, 

citocinas, entre outros (Ferreira, 2010; Alves, 2017). 

Normalmente os nociceptores de dor são ativados pela ação de substâncias químicas 

presentes no organismo, como a acetilcolina, bradicinina, histamina, serotonina, 

leucotrieno, substância P, fator de ativação plaquetário, radicais ácidos, íons potássio, 

prostaglandinas, tromboxano, interleucinas, TNF-α, fator de crescimento nervoso, e AMPc 

(Bedbook, 1976; Piotrowisk et al.,1986).  

Os neutrófilos são as primeiras células a serem recrutadas após um estímulo lesivo 

com consequente inflamação e estes têm um papel essencial na continuidade da dor 

inflamatória, pois quando recrutados liberam citocinas pró inflamatórias, dentre elas, IL-1β, 

TNF-α e IL-33 (Verri et al., 2006). Após danos a tecidos ou células, uma sequência de 

citocinas pró-inflamatórias ativam a liberação de aminas simpáticas e PGE2 que fazem a 

excitação 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 família das citocinas IL-1, inicia uma cascata, na qual é estimulada a produção de TNF-

α, em sequência IL-6, IL-1β e PGE2. Além disso, a sequência de produção de TNF-α, CXCL1, 

IL-1β e aminas simpáticas também é estimulada (Zarpelon et al., 2013). Os produtos finais 

como a PGE2 e as aminas simpáticas são considerados mediadores finais da dor 

inflamatória, devido ao fato das células neuronais possuírem receptores específicos para 

PGs e, assim, elas sensibilizam diretamente os nociceptores (Neto., 2009). Conforme os 

mediadores finais (PGE2 e aminas simpáticas) se ligarem aos seus receptores, são ativadas 

a liberação de proteínas quinases, como a PKA e a PKC, que irão fosforilar canais iônicos 

(TRPV1, TRPA1 e Nav1.8) ativando os nociceptores (Fattori., 2016). 
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Figura 4: Representação esquemática da via ascendente da dor. Fonte: Silveira, 2014. 

Existem também outros mediadores liberados por neutrófilos que levam a 

hipernocicepção, são eles a endotelina (Verri et al., 2009; Zarpelon et al., 2013; Zarpelon et 

al., 2012), LTB4 (Guerrero et al., 2008), proteína do complemento C5a (Ting et al., 2008), e 

espécies reativas de oxigênio (EROS), sendo a principal delas o ânion superóxido (Janes et 

al., 2012; Miole et al., 2015; Wang et al., 2004). 

A dor crônica nos anos 2000, passou a ser relatada também como dor neuropática, 

sendo utilizada para descrever dores de origem neural, consequentemente designando uma 

patologia do sistema nervoso. Essa dor é gerada devido a lesões que acometem o sistema 

nervoso, resultante de doenças do tipo autoimune, doenças metabólicas, infecção, doença 

de origem vascular, traumas e câncer (Silveira, 2014). A dor neuropática é desencadeada 

através das vias nociceptivas, onde os nociceptores são capazes de enviar impulsos elétricos 

propagáveis pelas células excitáveis, que chegam a cadeia de gânglios simpáticos 

paravertebrais (paralela aos gânglios de raiz dorsal). O aumento do tônus simpático e de 

inervações simpáticas, alterações na sensibilidade de canais iônicos e excitabilidade neural, 

ocorrem nos neurônios dos gânglios de raiz dorsal (DRG), para desencadear o processo de 

dor neuropática (Pertovaara, 2013).  
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Tabela 1. Principais mediadores e estímulos pró-nociceptivos e seus receptores. 

Mediador/Estímulo Receptor 

IL-1β IL-1R 

TNF-α TNFR 

Bradicinina B1 e B2 

LTB4 BLT1 e BLT2 

PGE2 EP3 

ATP P2X2, P2X3 e P2X7 

C5a C5aR 

Endotelina-1 ETA e ETB 

Calor / pH baixo TRPV1 

Mêcanico / 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 são polipepitídeos ou glicoproteínas extracelulares, hidrossolúveis que 

atuam em células vizinhas, por mecanismo parácrino, também em suas células produtoras 

(mecanismo autócrino) e de forma endócrina, em células distantes (Varella e Forte, 2001). 

As citocinas são produzidas por diferentes tipos de células quando ocorre uma lesão. 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 produção de outras citocinas, 

quanto sua atividade. Como exemplo, elas podem aumentar a resposta de um processo 

inflamatório, agindo como citocina pró-inflamatória ou até mesmo diminuir essa resposta, 

agindo como anti-inflamatória. Elas também podem atuar na transcrição gênica de células 

imunológicas, de forma a influenciar na atividade, diferenciação, proliferação e sobrevida 

das células imunológicas (Oliveira et al., 2011). 

Existem células no sistema tissular que são fundamentais para a produção da 

interleucina do tipo IL-1, sendo monócitos e macrófagos a principal fonte de IL-1β, já os 

queratinócitos produzem a IL-1α. Há outros tipos de células que também produzem IL-1, 

sendo elas células endoteliais, fibroblastos, miócitos, células de Langerhans e linfócitos B 

e T. Outras citocinas e patógenos também podem induzir a produção de IL-1, como o TNF-
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α, Interferon α (IFN-α), β, gama, lipopolissacarídeos (LPS), vírus e antígenos (Arend, 1991; 

Varella e Forte, 2001). 

A IL-1β, desempenha muitas funções no organismo, podendo destacar sua ação no 

hipotálamo, agindo como pirógeno endógeno, ou seja, que estimula a produção de PGE2. 

A IL-1β ainda pode regular sua própria síntese, inibindo sua produção por meio da 

estimulação da hipófise posterior, que irá produzir o hormônio liberador de corticotrofina 

(CRH). Este agirá na hipófise anterior para a liberação do hormônio adrenocorticotrófico 

(ACTH), que de forma sequencial vai estimular a região fasciculada do córtex da adrenal, 

gerando corticosteroides para inibir a síntese primária de IL-1. Além disso, a IL-1 β ainda 

causa a hiperglicemia em pacientes diabéticos com processo infeccioso e aumentam a 

atividade de osteoclastos e adipócitos (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 produção do fator de 

necrose tumoral, TNF-α, é estimulada por alguns fatores, como Interferon (INF), IL-1, IL-2, 

fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF), substância P, 

bradicinina, imunocomplexos, inibidores da cicloxigenase e fator ativador de plaquetas 

(PAF). Esta citocina é produzida, principalmente, por macrófagos, porém sintetizada 

também por monócitos, neutrófilos, células T e NK, após estimulação por LPS (Tracey e 

Cerami, 1993). 

O TNF pode ser classificado de três formas, o tipo TNF, a linfotoxina (LT) α e a LTβ. 

Elas podem tanto estar solúvel no soro, como ligado a membrana das células, sendo que 

a forma solúvel só é secretada, após ações enzimáticas da TACE (TNF-alfa-converting 

enzyme), que é seu precursor ligado à membrana, dessa forma o TNF é clivado e liberado 

(Tracey et al.,2008; Junior, 2008).  

Existem receptores que são específicos para o TNF-α, chamados de TNF-R I e II, 

que ao se ligarem podem ativar uma proteína com função apoptótica, dessa forma o TNF 

α pode desempenhar a proliferação da célula, com a expressão 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 β como o TNF-α, são importantes mediadores na dor inflamatória, e no 

processo inflamatório 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 inflamação, alívio da dor e diminuição da incapacitação articular que são comuns na 

crise aguda. Já na segunda etapa utiliza-se de métodos e fármacos que previnem as crises 

agudas e que diminuem as concentrações de ácido úrico no sangue e, consequentemente, 

nas articulações (Azevedo et al., 2017). 

Para tratar a inflamação decorrente da gota aguda utiliza-se como primeira escolha 

os anti-inflamatórios não asteroidais (AINES), que atuam inibindo as cicloxigenases (COX 

1 ou COX 2), as quais catalisam a formação de PGS a partir do ácido araquidônico. 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 fármacos citados possuem uso tradicional, porém tais substâncias dispõem 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-

inflamatório, com função antimitótica e com um estreito índice terapêutico, ou seja, sua dose 

terapêutica é muito próxima da dose tóxica, sendo assim, pode ocasionar vômitos, diarréia 

e dor abdominal, além de vários outros efeitos menos prevalentes e mais sérios, como 

hepatite, supressão da medula óssea, neuropatia e insuficiência cardíaca (RDC 232, 2005). 

Já nos casos de hipersensibilidade aos AINES ou a colchicina é recomendado a 

corticoterapia por via intra-articular ou sistêmica (Mediavilla e Miguel, 2011). 

O fármaco canaquinumabe é um anticorpo monoclonal anti IL-1, que apesar de ser 

menos comum, também pode ser utilizado em alguns casos de crise inflamatória da gota 

(Azevedo et al., 2017). 

Para o tratamento de casos crônicos de gota são usados os inibidores da enzima 

xantina oxidase, responsável pela síntese do ácido úrico. Existem dois fármacos 

disponíveis no mercado e muito utilizados para essa funcionalidade, o alopurinol e o 

febuxostate. Tendo o primeiro 90% de efetividade no tratamento da redução de ácido úrico 

sérico entre os pacientes, e ainda considerado um medicamento relativamente seguro e 

financeiramente acessível. O alopurinol possui como principal metabólito ativo, o oxipurinol 

e os dois inibidores competitivos não específicos das enzimas hipoxantina oxidase e xantina 

oxidase, respectivamente. Essas duas enzimas fazem parte da síntese do ácido úrico, 

desta forma esses dois fármacos diminuem a produção de uratos. Porém o oxipurinol 
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corresponde a 90% da biodisponibilidade do alopurinol e sua principal fonte de excreção é 

renal. 

Já o febuxostate tem seu metabolismo essencialmente hepático, sendo mínima a sua 

quantidade excretada pelos rins, demonstrando ser um fármaco com grande potencial como 

primeira opção para pacientes com doenças renais. Além disso, ele é um inibidor altamente 

específico da xantina oxidase, inibindo-a tanto na forma reduzida quanto oxidada, por 

bloqueio competitivo ou não competitivo (Figura 5) (Azevedo et al., 2017; Choi et al., 2004). 

Em comparação com o alopurinol, o febuxostate dispensa ajustes de doses e também 

possui menos interações medicamentosas, o que faz dele um fármaco mais eficaz e seguro. 

Porém ele não está livre de efeitos adversos, pois seu uso está relacionado com alterações 

na função hepática e em alguns casos observou-se efeitos adversos cardiovasculares, o 

que limita o seu uso em pacientes com insuficiência cardíaca. Outro detalhe é que a 

Agência nacional de vigilância sanitária (ANVISA) ainda não liberou a entrada do 

febuxostate no Brasil e seu alto custo dificulta o uso deste medicamento no país (Azevedo 

et al., 2017). 

Apesar do alopurinol ser um medicamento efetivo em reduzir os níveis de ácido úrico 

no sangue, ele possui muitos efeitos adversos como reações alérgicas, erupções cutâneas, 

hepatite, febre e nefropatia (Mcinnes et al., 1981; Kong et al., 2000). 

Por fim, temos os fármacos uricosúricos probenecida, benzbromarona e 

sulfinpirazona, que agem inibindo a proteína transportadora trocador de ânion urato renal 1 

(URAT 1) no túbulo contorcido proximal do rim, de forma a impedir a reabsorção de urato, 

levando a uma maior excreção de ácido úrico na urina. Em 2003, a benzbromarona foi 

proibida em alguns continentes devido a grave toxicidade causada no fígado e supressão 

medular óssea.  

Os agentes uricosúricos são medicamentos utilizados como segunda opção no 

tratamento da gota, pois como primeira opção sempre é indicado um hipouricemiante, como 

os inibidores de xantina oxidase. Além disso, há grande propensão à formação de cálculos 

renais, porque esses medicamentos aumentam a concentração de uratos nos ductos 

coletores dos rins. Alguns outros medicamentos também já apresentaram moderada 

atividade uricosúrica, como losartana e fenofibrato (Azevedo et al., 2017; Mediavilla e 

Miguel, 2011). 

Outra opção para a terapêutica da gota é o lesinurade, medicamento desenvolvido 

para tratar o HIV, por inibir a enzima transcriptase reversa. Este se mostrou como um 

promissor uricosúrico, porém ainda está em estágio de aprovação para este fim (Bach e 

Simkin, 2014). 
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Dentre todos os fármacos urisosúricos citados, alguns deles ainda não são liberados 

para uso no Brasil, como o febuxostate e sulfinpirazona demonstrados na tabela 2, assim 

como o canaquinumabe, medicamento anti-inflamatório, e Pegloticase, medicamento 

hipouricêmico, utilizados no tratamento da gota em outros países. 

 

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

Medicamento Agência Reguladora 

ANVISA FDA EMA 

AINES Liberado Liberado Liberado 

Colchicina Liberado Liberado Liberado 

Corticosteróides Liberado Liberado Liberado 

Canaquinumabe Não liberado Liberado Liberado 

Alopurinol Liberado Liberado Liberado 

Febuxostate Não liberado Liberado Liberado 

Probenecida Liberado Liberado Liberado 

Benzbromaroma Liberado Não liberado Não liberado 

Sulfinpirazona Não liberado Liberado Liberado 

Pegloticase Não liberado Liberado Liberado 

Anvisa, Agência Nacional de Vigilância Sanitária (Brasil); EMA, Euro-pean Medicines 

Agency (Europa); FDA, Food and Drug Administration (EUA). 

 

Há espécies animais que não originam urato como produto final do metabolismo de 

purinas, em seu lugar produzem alantoína, um composto mais solúvel e fácil de ser 

excretado. Porém, o ácido úrico é um antecessor a esse produto de excreção e pela ação 

da enzima uricase, ele é convertido a alantoína. A pegloticase é uma enzima que atua de 

maneira semelhante à uricase e aparece como uma opção para reduzir a concentração de 

ácido úrico circulante (Wu et al., 1992). No entanto, todas as terapêuticas descritas acima 

possuem limitações e a busca por novas opções para o tratamento da hiperuricemia e gota 

são necessárias. 

 

Na figura 5 encontram-se ilustrados mecanismo de ação e vias de excreção dos 

principais fármacos citados nesse tópico. 
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Figura 5: Medicamentos e suas vias de ação para o tratamento da Gota. Fonte: Revista Brasileira de 
Reumatologia, 2017. 

 
 Gênero Lychnophora 

 

As Lychonophoras são espécies nativas do Brasil, pertencentes à família 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 

são administradas na forma de soluções alcoólicas e hidroalcóolicas com finalidades de 

aliviar a dor, tratar a inflamação e reumatismo, e são utilizadas também na cicatrização do 

processo de restabelecimento cutâneo em casos de picadas de inseto (Cerqueira et al., 

1987; Grandi et al., 1989; Saúde et al., 1998). 

Diversos metabólitos foram identificados no gênero Lychnophora por meio de estudos 

fitoquímicos, sendo eles: triterpenóides, sesquiterpenóides (cariofileno, α-humuleno e seus 

derivados), flavonoides, lactonas sesquiterpênicas, açúcares, taninos, esteroides, lignanas, 

poliacetilenos, fenilpropanóides (ácidos cafeoilquínicos), ácidos 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; Jordão, 2003; Santos et al.,2005; Saúde et al., 1998;  Silveira et al., 2005). 

Os flavonoides são importantes constituintes químicos presentes nas Lychnophoras e 

são responsáveis por atividades, tais como, antioxidantes, antiviral, antitumoral, anti-

inflamatória, hormonal e sobre a permeabilidade capilar (Harbone e Williams, 2000). 

A quercetina, um flavonoide muito encontrado nas Lychnophoras, demonstrou 

atividade anti-inflamatória pronunciada em testes de aplicação transdermal via fonforese, 
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após 72 horas da sua administração em patas de ratos. As patas destes animais foram 

submetidas à lesão muscular e, em seguida, estas foram tratadas com ultrassom 

terapêutico, usando um gel incorporado com a quercetina. Os dados foram analisados 

observando o aspecto histológico das fibras musculares e, dessa forma, concluiu-se que 

não houve degeneração, mas foi observado leve edema nos músculos lesionados (Abreu 

et al., 2013). O triterpeno lupeol e o esteroide estigmasterol também apresentaram atividade 

similar a quercetina neste mesmo teste, agindo como compostos anti-inflamatórios (Guzzo 

et al., 1996; Silva, 2016).  

A tribo Vernoniaeae, possui sete gêneros, que tem como característica a presença de 

derivados da p-hidroxiacetofenona, dentre eles encontram-se as Lychnophoras que 

apresentam como metabólito secundário de maior prevalência e de interesse biológico, as 

lactonas sesquiterpênicas (Borella et al., 1998). Estas são constituintes com variada 

atividade biológica tais como antitumoral (Lee et al., 1977; Saúde-Guimarães et al., 2014), 

antibacteriana (Giesbrecht et al., 1990; Saúde-Guimarães, 2002), antimalárica (François et 

al, 1996), tripanossomicida (Chiari e Oliveira, 1991, Oliveira et al., 1996), esquistossomicida 

(Vichnewski et al., 1976), anti-inflamatória (Abad et al., 1994; Ferrari et al., 2013) e 

cardiotônica (Robles et al., 1995). Estas atividades têm sido relacionadas à presença do 

grupo α-metileno-γ-lactona na estrutura química das lactonas sesquiterpênicas (Rodriguez 

et al., 1976).  

Seguindo a tradição milenar, as Lychonophoras são grandes candidatas a tratamento 

de doenças inflamatórias, como a gota. Dados relatados por Bernardes e colaboradores 

(2019), demonstraram que as lactonas sesquiterpênicas, goiazensolida isolada da espécie 

Lychnophora passerina e eremanolida C e licnofolida, obtidas de L. trichocarpha, 

apresentaram atividade anti-hiperuricêmica em ratos Wistar, tanto pelo mecanismo de 

inibição da xantina oxidase, quanto pela ação uricosúrica, 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 uricosúrico na dose 

de 5 mg/kg. Já goiazensolida e licnofolida, na dose de 10 mg/kg, e eremanolida C, nas 

doses de 5 e 10 mg/kg, apresentaram ambos efeitos, de inibição da xantina oxidase 

hepática e uricosúrico (Bernardes et al., 2019).   

 

3.1.1 Lychnophora pinaster Mart. 

 

Lychnophora pinaster Mart. é comumente encontrada em ambientes áridos, onde há 

escassez de água 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, típicos de campos de 

canga ou campos ruprestes (Semir, 1991). 

A sua floração ocorre na mudança do clima seco para o chuvoso, onde as primeiras 

chuvas e o aumento da temperatura servem de estímulo 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 floração, instala-se a fase de frutificação, que se inicia nos 

meses de dezembro e perduram até o mês de fevereiro. Após essas fases as lychnophoras 

permanece com suas folhas verdes durante todo o ano (Semir, 1991).  

 

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

 

Os constituintes fitoquímicos do extrato hexânico e etanólico das partes aéreas de 

L. pinaster já foram elucidados por meio de estudos precedentes e dentre eles estão 

presentes a lactona sesquiterpênica 15- desoxigoiazensolida, o sesquiterpenóide ácido E-

licnofórico, os ácidos fenólicos clorogênico e cafeico, o ácido cinâmico, os flavonoides 

quercetina, rutina, pinobanksina, isovitexina e vitexina, os triterpenos lupeol e friedelina, 

uma mistura dos triterpenos α e β–amirina, uma diversificada composição de ésteres de 

ácido graxo e hidrocarbonetos saturados (Alcântara 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 alifáticos 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 metílico derivado da O-alquil- α-amirina, hidrocarbonetos alifáticos, 

acetato de baurenila, mistura de estigmasterol e β-sitosterol. 

A B 
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Em estudos prévios realizados com os extratos hexânico e etanólico de Lychnophora 

pinaster obteve-se o isolamento do ácido E-licnofórico, quercetina, 15-desoxigoiazensolida, 

lupeol, fridelano, uma mistura de α e β-amirina, uma mistura de ésteres de ácido graxo e 

hidrocarbonetos saturados (Silveira et al., 2005; Ferreira, 2010). 

No óleo essencial da espécie L. pinaster foram indentificados dois sesquiterpenos 

importantes para a atividade anti-inflamatória, o E-cariofileno e α-humuleno. Além dos 

monoterpenos α-pineno e β-pineno e do fenilpropanóide E-cinamato de metila, que 

conferiram ao óleo essencial atividade antimicrobiana (Silva, 2016).  
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Estigmasterol 

 

β-Sitosterol 

 

Lupeol 

 

 
 

3.1.2  Descrição botânica 

 
A descrição botânica de Lychnophora pinaster Mart. pode ser encontrada 

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

 

Figura 7: L. pinaster, a – ramo ; b – cípsela. Fonte: Souza et al. (2011). 
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. 

A espécie L. pinaster e L. ericoides são plantas com características muito similares, 

portanto, difíceis de serem identificadas e muitas vezes são confundidas, porém há 

características muito sutis que determinam essa diferenciação. Os caracteres para 

diferenciá-las são: hábito, indumento e atributos foliares. Quando comparado o hábito entre 

essas duas espécies, a L. ericoides possui as características dos seus ramos mais robustas 

e normalmente com maiores dimensões, em contrapartida a L. pinaster tem uma aparência 

mais delicada e suas dimensões menores, apesar disso em alguns casos a morfologia de 

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

 

3.1.3 Atividades farmacológicas de Lychnophora pinaster e de seus componentes 

químicos 

 

A atividade tripanossomicida dos extratos etanólico e aquoso liofilizado da L. pinaster 

e do ácido E-licnofórico foi comprovada em bioensaios (Oliveira et al., 1996; Silva, 2016). 

Em seguida foi constatada a mesma atividade para 15-desoxigoiasensolida, lactona 

sesquiterpênica isolada do extrato etanólico (Silva, 2016). No extrato aquoso identificou-se 

as seguintes substâncias fenólicas: ácido cafeico, vitexina, isovitexina, quercetina e ácido 

isoclorogênico, que também possuem atividade tripanossomicida (Silva, 2016). 

Em estudos realizados por Guzzo, et al., (2008), o extrato etanólico da L. pinaster 

demonstrou atividade anti-inflamatória tópica no modelo de edema de pata induzido por 

carragenina, e antinociceptiva, nos modelos de contorções abdominais induzidas por ácido 

acético e placa quente. 

A atividade anti-inflamatória dos extratos e de compostos isolados de L. pinaster foi 

comprovada em testes de aplicação transdermal via fonofosforese em patas de rato com 

significativa degeneração das fibras musculares. Nesse estudo o extrato hexânico se 

mostrou moderadamente efetivo e o extrato aquoso reduziu com alta eficácia, quando 

comparados com o fármaco anti-inflamatório padrão, dexametasona (Silva, 2016). 

Seguindo o mesmo experimento, quando testados nos compostos isolados do extrato 

hexânico da planta, o flavonoide quercetina, o triterpeno lupeol, uma mistura de α-amirina 

e lupeol e a mistura dos esteróides estigmasterol e sitosterol, também mostraram ação anti-

inflamatória (Silva, 2016). 

Estudo realizado por Müller, (2017), demonstrou que tratamentos de camundongos 

Swiss com o extrato etanólico de Lychnophora pinaster, nas doses de 40, 125 e 375 mg/kg, 

reduziram os níveis séricos de ácido úrico. Os componentes químicos majoritários do 
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extrato (ácido cinâmico, rutina, quercetina, vitexina, lupeol, estigmasterol, ácido cafeico, 

ácido clorogênico, e ácido E-licnofórico), na dose de 15 mg/kg, também apresentaram 

efeito anti-hiperuricêmico. Tanto o extrato como as substâncias exerceram o efeito 

hipouricêmico pela inibição da atividade da xantina oxidase hepática. O extrato e seus 

componentes principais foram avaliados sobre o edema de pata induzido por monourato de 

sódio (MSU) em camundongos Swiss. O extrato e seus componentes químicos, com 

exceção da quercetina e da rutina, promoveram efeito antiedematogênico. As atividades 

anti-hiperuricêmica e anti-inflamatória apresentadas pelo extrato e pelo ácido E-licnofórico 

se assemelharam aos obtidos para alopurinol (inibidor da xantina oxidase) e indometacina, 

fármacos usados na clínica da gota e inflamação, respectivamente (Martins de Sá Müller et 

al., 2019). 

Segundo Ferreira, (2019), na avaliação do efeito tópico do extrato etanólico de L. 

pinaster e de suas frações hexânica, diclorometânica, acetato etílica e metanólica no edema 

de pata induzido por carragenina em camundongos Swiss, os tratamentos foram capazes 

de reduzir o edema na terceira hora após sua indução. Neste mesmo trabalho, o extrato 

etanólico de L. pinaster e de suas frações apresentaram efeito antinociceptivo nos métodos 

de placa quente e de contorções induzidas pelo ácido acético. O extrato e suas frações 

foram administrados, por via oral, na dose de 100 mg/kg. Indometacina e morfina foram 

utilizadas como fármacos de referência para o teste de contorções induzidas por ácido 

acético, e da placa quente, respectivamente. No método de placa quente, o extrato 

etanólico e as frações acetato etílica e metanólica mostraram efeito semelhante a morfina 

(Ferreira et al., 2019). 

De acordo com os relatos de uso popular e os dados de atividades farmacológicas 

previamente apresentados, a espécie L. pinaster se mostrou promissora para a realização 

de estudos e pequisas de novos fármacos e fitoterápicos para o tratamento da inflamação 

e gota. 

As atividades farmacológicas descritas para os principais constituintes químicos de L. 

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

 

 

 

 

Substância  Extrato 
Parte da 
Planta 

Atividade 
Farmacológicas  

Referência 

15-desoxi-goiazensolido etanólico partes aéreas 
tripanossomicida; 

antibacteriana;                          
anti-hiperuricemica 

Duarte et al.(1993)     
Chiari et al. (1991)       
Keles et al.(2011) 

Bernardes et al.(2019) 

ácido cafeico 

aquoso partes aéreas 
tripanossomicida;                    

anti-hiperuricêmica;               
anti-inflamatória;  

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

ácido isoclorogênico 

vitexina 

isovitexina 

ácido E-lichnofórico hexânico 

 
 

partes aéreas 

 
tripanossomicida;                     

anti-hiperuricêmica;                       
anti-inflamatória;            

antioxidante 

Oliveira et al. (1996) 
Alcântara et al. (2005) 

Müller (2017)               
Barros (2019) 

α-amirina hexânico/etanólico 

partes aéreas 

antibacteriana;                          
anti-inflamatória; 

anti-hiperuricêmica;    
antinociceptiva 

Abreu et al. (2011)     
Abreu et al. (2013)     
Souza et al. (2012)   
Ferraz-Filha et al. 

(2016)  Barros (2019) 

lupeol hexânico/etanólico 

estigmasterol hexânico/etanólico 

sitosterol 
hexânico/etanólico 

quercetina aquoso partes aéreas 
antibacteriana;                          

anti-inflamatória;    
antinociceptiva 

Abreu et al. (2011)     
Abreu et al. (2013) 

friedelina hexânico/etanólico partes aéreas 
anti-inflamatória;               

analgésica; 
antipirética 

Silveira et al. (2005a) 
Antonisamy et al. 

(2011) 
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4. OBJETIVOS 

 Gerais 

 

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

químicos principais sobre artrite gotosa e estresse oxidativo in vivo. 

 

 Específicos 

 

- Avaliar o efeito do extrato etanólico de L. pinaster e de seus componentes majoritários 

sobre a nocicepção, migração de neutrófilos e sobre a produção de citocinas pró-

inflamatórias em camundongos C57BL/6 com artrite gotosa induzida por cristais de 

monourato de sódio (MSU). 

 

- Avaliar o efeito do extrato etanólico de L. pinaster e de seus componentes majoritários 

sobre a atividade das enzimas antioxidantes superóxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) 

no tecido periarticular da região fêmur-tibial de camundongos C57BL/6 com artrite gotosa 

induzida por MSU. 
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5. JUSTICATIVA 

A gota é uma doença associada à hiperuricemia, que ocorre pela deposição de MSU 

nas articulações e tecidos. Macrófagos e leucócitos são infiltrados para o local da deposição 

dos cristais e assim fagocitam o MSU, iniciando a respotasta inflamatória (Sabrina et al., 

2011; Terkelaub, 2001). Os sinais inflamatórios têm como características o calor, rubor, 

edema e dor (Vane e Bolting, 1995), além da ação de enzimas, ativação de mediadores 

químicos, migração celular e dano tecidual (Hayden et al., 2006). No momento da injúria 

tecidual ou devido a outros estímulos diversos, macrófagos e neutrófilos são recrutados e 

sua ativação leva a produção de citocinas, principalmente interleucina 6 (IL-6), interleucina 

1β (IL-1β), o fator de necrose tumoral α (TNF-α), alguns mediadores como enzimas óxido 

nítrico sintase (NOS) e ativação da COX-2 (Kim et al., 2005; Medzhitov e Janeway, 1997; 

Walsh, 2003).  

Com a ação inflamatória, há aumento da infiltração de células e, consequentemente, 

da respiração celular, devido à maior carga de oxigênio absorvida, gerando espécies 

reativas de oxigênio de forma exacerbada, o que desencadea o estresse oxidativo na crise 

aguda da gota (Reuter et al., 2010). Sob essas circunstâncias 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 equilíbrio entre as EROS e o controle antioxidante (Ferreira e Matsubara, 

1997). 

Atualmente, em casos de crises agudas da gota são prescritos os AINES, 

indometacina e naproxoxeno, adotados como fármacos de primeira escolha. Porém suas 

atividades farmacológicas benéficas são acompanhadas de efeitos adversos já conhecidos, 

como toxicidade gastrintestinal e renal, além da ocorrência de possíveis sangramentos 

gastrintestinais. Outras alternativas de tratamentos são os corticoides administrados por via 

intra-articular e hormônio adrenocorticotrópico. 

Para o controle e prescrição da artrite gotosa há outro seguimento de fármacos 

voltados para a normalização dos níveis de ácido úrico no sangue, por meio da eliminação 

do mesmo pela urina, os uricosúricos. A Probenecida inibe de forma competitiva a proteína 

transportadora URAT-1 presente nas células epiteliais dos túbulos proximais, que tem como 

função promover a recaptação de urato nos rins. Entretanto, alguns fatores limitam seus 

efeitos desejáveis, como o fato desta substância exigir múltiplas doses diárias, com alto 

grau de desenvolvimento de urolitíase, sem levar em conta os diversos efeitos adversos 

deste componente (Dubchack e Falasca, 2010). O segundo fármaco uricosúrico de escolha 
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é a benzbromarona, muito eficiente para diminuir a hiperuricemia, porém sua metabolização 

ocorre por meio do sistema citocromo P450 no fígado, ocasionando hepatotoxidade ao 

usuário (Lima, 2014). 

O fármaco mais utilizado nos casos crônicos de gota é o alopurinol, um inibidor da 

xantina oxidase, enzima que converte hipoxantina a xantina e esta a ácido úrico. Este é um 

medicamento muito eficiente, mas possui uma gama de efeitos adversos, destacando-se a 

disfunção renal e hepática, nefropatias e erupções cutâneas. Além disso traz como 

agravante a ineficiência em episódios de artrite gotosa aguda, onde muitas vezes ocasiona 

complicações patológicas (Lima, 2014; Mediavilla e Miguel, 2011). 

Em 2014, foi relatado que durante 10 anos de pesquisa, a artrite gostosa, uma doença 

crônica, altamente destrutiva e sem cura, possui um tratamento convencional 

completamente inadequado e com efeitos adversos tóxicos (Edwards e So, 2014). Contudo, 

a procura por tratamentos que auxiliem na melhoria da qualidade de vida e que tragam 

benefícios ao quadro clínico para os pacientes portadores desta patologia tornou-se o 

grande foco de estudo neste trabalho. 

Müller demonstrou o efeito hipouricêmico produzido pelo extrato etanólico de L. 

pinaster e de seus principais constituintes químicos em camundongos Swiss 

hiperuricêmicos, proporcionado pela inibição da xantina oxidase hepática (Müller et al., 

2019). 

Em estudos prévios realizados com o extrato etanólico de L. pinaster foram obtidos 

resultados promissores sobre a inflamação e dor, semelhantes aos efeitos dos fármacos de 

referência 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 etanólico de L. 

pinaster e constituintes químicos principais, aliados à 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 MÉTODOS 

  Equipamentos, instrumentos, solventes, reagentes e fármacos 

 

Os testes foram realizados utilizando-se os seguintes equipamentos: 

 

- Analgesímetro eletrônico - Insight Equipamentos; 

- Espectrofotômetro UV-VIS modelo Cary 50 Bio – Simple Read; 

- Balanças modelos AUW220D e UX420H - Shimadzu; 

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

- Leitor de Elisa - Molecular Devices; 

- Equipamento de análise hematológica modelo BC-2800Vet - Mundray; 

- Citômetro de fluxo FACS Calibur - BD;  

- Centrífuga 5810 R - Eppendorf Centrifuge; 

- Homogeinizador de eppendoff 

- Vórtex - LS Logen Scientific; 

- Refrigerador -80º C – Thermo Scientific; 

- Estufa com circulação e renovação de ar modelo MA035 - Marconi; 

- Estufa a 40º 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: 

 

 Cetamina ou Dopalen e relaxante muscular xilazina ou Dopaser (Sespro Indústria e 

Comércio Ltda); 

 Indometacina (Sigma Aldrich) 

 Vitamina C (Sigma Aldrich) 

 Seringa hipodérmica (KDL do Brasil) para administração das soluções; 

 Lâmina de bisturi estéril de aço carbono (Maxicor) para retirada do tecido periarticular. 

 Peróxido de hidrogênio - H2O2; 

 BSA (Sigma Aldrich); 

 Solução ABC; 
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 Folin & Ciocalteu’s Phenol (Sigma Aldrich); 

 MTT (Sigma Aldrich); 

 Pirogalol (Sigma Aldrich); 

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

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

 Marcador de neutrófilos – PE Anti-Mouse Ly-6G (BD Biosciencies); 

 Tween 80 (Synth); 

 Dimetilsulfóxido (DMSO; Vetec). 

 

6.1.1 Preparo de soluções 

 

 Solução tampão PBS concentrada 10x pH 7,2  

 

Em um balão volumétrico de 1 L adicionou cloreto de sódio (82,0 g), fosfato de sódio 

dibásico heptahidratado (19,83 g) e fosfato de sódio monobásico (3,55 g), previamente 

solubilizados em água MilliQ. Ao final, aferiu o volume com água Milli Q. Conferiu o pH 7,2 

do tampão no pHmetro. A solução foi armazenada em geladeira. 

 

 Solução tampão PBS diluída 1x (90 % de água: 10% de PBS)  

A solução tampão PBS foi preparada no dia do uso. A solução tampão PBS 10x (100 

mL), em temperatura ambiente, foi diluída em água Milli Q, sendo adicionada a um balão 

volumétrico de 1 L e o volume foi aferido.  

 

 Solução de albumina bovina (BSA) 3% em PBS  

Três gramas de albumina do soro bovina - BSA (Sigma Aldrich) foram transferidos 

para um balão de 100 mL e o volume aferido com a solução tampão de PBS 1x para a 

obtenção de uma solução de 3%. 

 

 Indometacina e vitamina C 

A solução da indometacina foi preparada, na dose de 3 mg/kg. A indometacina foi 

diluída em 5% de dimetilsufóxido (DMSO) e água destilada (95%), sendo assim utilizado 

950 uL de água destilada e 50 uL de DMSO. Esta solução foi utilizada como controle 

positivo para a avaliação da atividade anti-inflamatória e antinociceptiva. A vitamina C foi 
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preparada na dose de 250 mg/kg por diluição em água destilada. Esta solução foi usada 

como controle positivo para a avaliação da atividade antioxidante. 

 

 Ácido E-licnofórico, vitexina, ácido cinâmico, rutina, quercetina, lupeol, 

estigmasterol, ácido cafeico e ácido clorogênico (15 mg/kg) e extrato 

etanólico de L. pinaster (40,125, 375 mg/kg) 

Todas as substâncias e o extrato etanólico de L. pinaster foram solubilizados com 

veículo composto por uma mistura de tween 80, DMSO e água destilada, na proporção de 

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

 

 Cristais de urato monodissódico 

 

A suspensão de MSU foi utilizada para induzir a artrite gotosa na articulação fêmur-

tibial de camundongos. Esta foi preparada dissolvendo 0,01 g de cristais de urato 

monossódico em 1 mL de PBS 1x. 

 

  Material Vegetal 

 

As partes aéreas de L. pinaster foram coletadas no município de Itabirito, MG, com 

autorização do Instituto Chico Mendes, IBAMA (n0 49183-3). A espécie vegetal foi 

identificada pelo botânico Dr. Júlio Antônio Lombardi e a exsicata depositada no Herbarium 

do Instituto de Ciências Biológicas da Universidade Federal de Minas Gerais 

(BHCB/UFMG), com número de registro 19.520. 

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

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

 

6.2.1 Obtenção do extrato etanólico de Lychnophora pinaster 

 

A extração foi realizada com 2,0 kg de material vegetal seco e pulverizado, 

previamente umedecido com etanol e devidamente acondicionado em percolador de aço 

inox. A percolação foi conduzida com etanol (P.A) até a exaustão do material vegetal. O 

solvente extrator foi concentrado sob pressão reduzida em evaporador rotativo à 

temperatura inferior a 40 ºC. O extrato foi mantido em estufa a 40 ºC para completa 



 

  

 

 
30 

evaporação do solvente até peso constante, obtendo-se então 265,0 g de extrato etanólico 

seco (EEL). 

 

6.2.2 Obtenção dos constituintes químicos principais presentes em L. pinaster e 

utilizados para testes de atividade biológica 

 

A Rutina, quercetina, vitexina, lupeol, estigmasterol e os ácidos cinâmico, cafeico e 

clorogênico foram substâncias isoladas, em estudos anteriores, de extratos de L. pinaster. 

No presente trabalho, estas substâncias, utilizadas nos ensaios in vivo de atividade 

biológica, foram adquiridas da empresa Sigma Aldrich. O ácido E-licnofórico usado neste 

trabalho foi anteriormente isolado, no Laboratório de Plantas Medicinais (LAPLAMED) do 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêutica (PPG CiPharma) da Universidade 

Federal de Ouro Preto (UFOP), por meio de fracionamento cromatográfico do extrato 

hexânico das partes aéreas de L. pinaster (EHL), pela Mestre Camila Müller do 

LAPLAMED/PPG CiPharma, no ano de 2017, e gentilmente cedido para este trabalho. 

 

7. AVALIAÇÃO DA ATIVIDADE BIOLÓGICA 

 

7.1. Animais experimentais  

 

O protocolo experimental utilizado neste trabalho foi aprovado na Comissão de Ética 

no uso Animal da UFOP (CEUA-UFOP), no 2016/46. Para avaliação 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 

ração e água “ad libitum”. 

Os tratamentos com extratos, substâncias, fármacos padrões e veículos foi realizado 

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

 
7.2. Modelo experimental de hipernocicepção inflamatória: teste de pressão 

crescente na pata de camundongo (filamentos de von Frey) e da atividade 

antiartrite gotosa 

 

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

camundongos machos da linhagem C 57BL 6 com indução da artrite pela injeção intra-
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articular MSU. O procedimento realizado foi de acordo com metodologia descrita por Amaral 

et al., (2012). Para avaliação da hipernocicepção foi utilizado o Analgesímetro Eletrônico – 

Insight Equipamentos, seguindo a metodologia descrita por Möller e colaboradores (1998) 

e por Cunha e colaboradores (2004). 

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

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

 

 

Figura 8: Camundongos em adaptação ao ambiente para iniciar o experimento de hipernocicepção. 

 

A atividade antinociceptiva foi medida em dois tempos, antes de qualquer intervenção 

e após 6 horas da injeção intra-articular de MSU. Após o período de adaptação, o limiar 

nociceptivo basal foi medido (Figura 9), tempo zero (T0): 

 

 

Figura 9: Imagem da medição do limiar de nocicepção com o equipamento analgesímetro. 
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Com auxílio do analgesímetro foi feita a pressão na pata direita do camundongo, até 

que essa pressão crescente sensibilizasse os nociceptores periféricos estimulando o efeito 

reflexo do camundongo, de forma que ele retirasse a pata (estímulo mecânico). Os animais 

com maior limiar de nocicepção permaneciam por mais tempo com a pata sobre o aparelho, 

já os animais com os nociceptores sensibilizados devido a inflamação induzida, retiravam 

a pata mais rapidamente. Este processo foi repetido por no máximo 6 vezes por animal, e 

fez-se a média de apenas 3 medidas. Dessa forma, resgitrou valores em gramas, já o 

transdutor de pressão trabalha conectado a um contador digital de força 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 inflamação (MSU) e controle normal (controle negativo) 

receberam, por via oral, 0,2 mL do veículo (1 Tweem 80:1 DMSO: 8 água purificada). 

Em cada grupo de 6 camundongos foi administrado, por via oral, 0,2 mL de cada uma 

das doses do extrato e das substâncias. O EEL foi administrado nas doses de 40, 125, 375 

mg/kg e as substâncias (rutina, quercetina, lupeol, estigmasterol, vitexina e ácidos E-

licnofórico, cinâmico e clorogênico) na dose de 15 mg/kg. 

Após 1 hora, todos os animais foram anestesiados com associação 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 os grupos, exceto no grupo 

controle normal, por meio de injeção intra-articular de 10 µL de MSU suspensos em PBS 

(10 µg/µL). O controle normal recebeu apenas PBS como injeção intra-articular. 

Decorridas seis horas após os tratamentos foi realizada a medida da nocicepção no 

tempo de 6 horas (T6).  

 

7.1.1 Avaliação dos parâmetros inflamatórios  

 

Para avaliação dos efeitos de EEL e substâncias na artrite gotosa foram realizadas 

contagens de leucócitos totais e neutrófilos no lavado da cavidade periarticular e a dosagem 

de citocinas pró-inflamatórias no tecido periarticular. 

A avaliação dos parâmetros inflamatórios sucedeu após a avaliação da nocicepção 

no tempo de 6 horas, seguida da aplicação intra-articular de MSU. Para a avaliação da 

migração de neutrófilos para a articulação fêmur-tibial (cavidade periarticular do joelho), os 

camundongos foram eutanasiados pela administração da associação de cetamina/xilazina 

(300 mg/kg e 10 mg/kg respectivamente). Posteriormente, o tecido periarticular dos animais 



 

  

 

 
33 

foi removido e a cavidade lavada, por 2 vezes, com 10 uL da solução de BSA 3% e 2 uL 

EDTA. O lavado intra-articular foi acondicionado em eppenforff contendo 88 uL de solução 

de albumina 3% e 2 uL de EDTA, totalizando 100 uL de solução. Estes foram destinados à 

contagem total e diferencial de leucócitos (figura 10) 

  

7.1.2 Contagem total de leucócitos 

 

A contagem total de leucócitos foi realizada no equipamento de autoanálise 

hematológica específico para uso veterinário, 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 neutrófilos 

 

Cerca de 90 uL do lavado intra-articular foi usado para a contagem de neutrófilos. O 

material de cada eppendorf (10 uL de lavado intra-articular, 88 uL de solução 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 

neutrófilos. 

Utilizou-se 1 uL do marcador de neutrófilos (Ly6-G), diluído em 499 uL de uma solução 

de FACS (10% soro de rato e 10% soro fetal bovino), na proporção anticorpo: FACS de 

1:499. Esta solução foi utilizada para impedir a ligação do anticorpo a sítios inespecíficos. 

O anticorpo diluído, 10 uL, foi adicionado à cada tubo, com exceção do tubo contendo o 

branco. Em seguida todos os tubos foram homogeneizados em vórtex, 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 à 3000 rpm/min, durante 15 

minutos. Ao final, foi realizada a leitura no citômetro de fluxo e os resultados foram obtidos 

em porcentagem de neutrófilos em cada amostra. 
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 Dosagens das citocinas IL1-β e TNF α no tecido periarticular 

 

Para a análise das citocinas pró-inflamatórias, presentes na cavidade articular durante 

o processo inflamatório da artrite gotosa induzida em camundongos, foi necessário preparar 

o homogenato. Primeiramente, o tecido articular fêmur-tibial foi triturado e diluído em 

1000 uL de PBS e então homogeinizado. 

A dosagem das citocinas IL1-β e TNF α foi realizada seguindo o protocolo dos Kits 

Prepro Tech Sandwich Elisa. 

Inicialmente, o anticorpo de captura, anticorpo de detecção, o avidin – HRP e o padrão 

do kit foram reconstituídos e alíquotas foram obtidas conforme protocolo. 

Para preparação da placa de Elisa o anticorpo de captura foi centrifugado por 3 min à 

10000 rpm e diluído em 9,9 mL de PBS. Alíquotas de 100 µL do anticorpo de captura foram 

adicionadas em cada poço da placa de Elisa estéril e a placa incubada durante 18 horas a 

25 °C, ou 2-4 horas por 37 °C. 

Na sequência, o material foi aspirado e os poços lavados por 4 vezes com 300 µL de 

solução de lavagem. Após, a placa foi invertida para retirada do excesso e 300 µL de 

solução de bloqueio foram adicionados em cada poço. A placa foi incubada por 1 hora a 

temperatura ambiente. A solução foi novamente aspirada e os poços lavados por 4 vezes 

com solução de lavagem. Após, 100 µL da amostra foram adicionados aos poços, em 

duplicata e a placa foi incubada por 2 horas à temperatura ambiente. O procedimento foi 

repetido mais uma vez. 

O avidin – HRP foi centrifugado por 3 minutos à 10000 rpm, em seguida foi transferido 

para tubo falcon e o diluente foi adicionado até volume de 11 mL.  Desta solução, 100 µL 

foram adicionados aos poços e incubados por 30 minutos a temperatura ambiente. Após, a 

solução foi aspirada e lavada por 4 vezes com solução de lavagem. 

Por fim, 100 µL da solução de ABTS foram adicionados em cada poço e a leitura foi 

realizada à cada 5 minutos, durante 50 minutos, à 405 nm, no leitor de Elisa.  

A leitura final da absorbância foi realizada no tempo de 50 minutos. O valor obtido foi 

inserido em uma curva padrão, construída de acordo com os mesmos procedimentos 

descritos no protocolo da amostra, e assim foram obtidas as concentrações, em ng/mL, das 

citocinas IL1-β e TNF-α. 
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7.3. Avaliação do estresse oxidativo 

 

Para avaliação do estresse oxidativo, os animais dos grupos controle da inflamação 

(MSU) e controle normal (controle negativo) receberam, por via oral, 0,2 mL do veículo (1 

Tweem 80:1 DMSO: 8 água 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 substâncias. EEL foi administrado nas doses de 40, 125, 375 mg/kg 

e as substâncias (rutina, quercetina, lupeol, estigmasterol, vitexina e ácidos E-licnofórico, 

cinâmico e clorogênico) na dose de 15 mg/kg. 

Após 1 hora, todos os animais foram anestesiados com associação 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 os grupos, exceto para o controle 

normal, por meio de injeção intra-articular de cristais de urato monossódico (MSU) 

suspensos em PBS (10 ug/uL). O controle normal recebeu apenas PBS como injeção intra-

articular. 

No tempo de 6 horas após administração intra-articular de MSU, os animais foram 

eutanasiados pela injeção intraperitoneal da combinação anestésica cetamina/xilazina (300 

mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente). O tecido articular fêmur-tibial dos camundongos foi 

removido (Figura 12). Em seguida, os níveis de estresse oxidativo foram determinados pela 

dosagem das SOD e CAT, presentes no tecido periarticular da articulação fêmur-tibial do 

camundongo. 

 

7.2.1 Preparo do Homogenato 

 

Para a análise das enzimas presentes no estresse oxidativo (SOD e CAT) foi 

necessário preparar o homogenato. Primeiramente, o tecido articular fêmur-tibial foi 

triturado e diluído em 500 uL de PBS e então homogeinizado. 

O homogenato foi conservado em freezer à temperatura de – 80 ºC. 

 

7.2.2  Dosagem de proteínas totais (Método de Lowry) 

 

O método de Lowry é a proposta de metodologia mais adequada para determinação 

de proteínas totais, pois possui alta sensibilidade e pode estabelecer a concentração de 

proteínas em diversos meios biológicos, além de produtos alimentícios (Zaia et al., 1998). 
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Este método consiste na redução do reagente Folin-Ciocalteau na presença de proteínas, 

sendo a reação catalisada pelo Cu (II) e, dessa forma, produzindo um composto com 

absorção máxima em 750 nm. Para aumentar a sensibilidade da metodologia de Lowry em 

um menor comprimento de onda, Sargent (1987) sugeriu modificações que aumentaram a 

sensibilidade em até 50 vezes. Neste caso, o composto final absorve no comprimento de 

onda de 690 nm (Sargent, 1987). 

A dosagem de proteínas totais presentes no tecido periarticular da articulação fêmur-

tibial do camundongo foi realizada seguindo a metodologia de Lowry e colaboradores 

(1951) e de Sargent (1987) e, dessa forma, pôde-se mensurar os valores de SOD e CAT 

presentes no tecido correlacionando-os com a quantidade de proteínas encontradas na 

articulação. 

Para a determinação da concentração de proteínas totais foi necessário preparar uma 

curva padrão de solução de albumina de soro bovino. 

Para obtenção da curva padrão foi preparado o regente Folin, composto por 1 mL de 

Folin & Ciocalteu e 2 mL de água destilada e as Soluções A, B e C, obtidas da seguinte 

forma: 

 Solução A: preparada com 30 g de Na2CO3 e 4 g de NaOH em 1 L de água destilada;  

 Solução B: preparada a partir da solubilização de 0,2 g de CuSO4 em 10 mL de água 

destilada; 

 Solução C: preparada com a solubilização de 0,4 g de tartarato de sódio e potássio 

em 10 mL de água destilada.  

Para obtenção do tampão ABC, misturou-se de 1 mL da solução B com 1 mL da 

solução C e 100 mL da solução A. 

Diversas diluições foram preparadas para determinar diferentes concentrações de 

albumina, iniciando com a concentração padrão de 1,6 mg/mL. Assim, pôde-se construir a 

curva padrão de albumina de soro bovino. 

Para a leitura das amostras de soluções diluídas de albumina foram necessários os 

seguintes procedimentos:  

 Para uma placa de Elisa, em duplicata, pipetou-se 20 uL de cada diluição da amostra 

padrão de albumina; 

 Adicionou-se em cada poço da placa 200 uL da solução ABC; 

 Deixou-se descansar durante 10 minutos no escuro; 

 Adicionou-se 20 uL da solução de Folin diluída; 

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

 Por fim, foi realizada a leitura das absorbâncias no leitor de Elisa a 700 nm. 
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Dessa forma, obtive-se a curva padrão de proteínas totais. 

 

7.2.3 Diluição do Homogenato 

 

Para dosagem de proteínas totais de cada amostra, o homogenato foi diluído 

utilizando 25 uL do homogenato em 475 uL de água destilada, homogeneizado em vórtex 

e mantido em banho de gelo.  

 

7.2.4 Dosagem de proteínas totais no tecido periarticular da articulação fêmur-tibial. 

 

Em uma placa de Elisa adicionou-se 20 uL do homogenato diluído, em duplicata. Na 

sequência adicionou-se 200 uL da solução ABC, o experimento foi deixado em repouso por 

10 minutos, no escuro. Após, 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 superóxido dismutase (SOD) 

 

A dosagem da SOD foi realizada segundo metodologia descrita por Dieterich e 

colaboradores (2000), com adaptações. 

O preparo de reagentes necessários 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: 

 Para poços da placa de Elisa, em duplicata, foram pipetados 30 uL do homogenato; 

 No branco foram adicionados 45 uL de PBS; 

 No padrão foram adicionados 30 uL de PBS; 

 Em todos os poços foram adicionados 99 uL de PBS e 6 uL da solução de MTT; 

 Com exceção do branco, foram adicionados 15 uL da solução de pirogalol em todos 

os poços, completando o volume de 200 ml em todos os poços; 

 A placa de Elisa foi incubada a 37 ºC, por 5 minutos; 

 A reação foi interrompida pela adição de 150 uL de DMSO em todos os poços; 

 Por fim, as leituras das absorbâncias foram obtidas no leitor de Elisa à 570 nm. 

Cada unidade de SOD foi determinada por miligrama de proteínas 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 adaptações. Utilizado como reagente peróxido de hidrogênio na quantidade 

de 40 uL, diluindo-o em 25 uL de tampão PBS (pH= 7). 

Inicialmente, o espectrofotômetro foi aferido com água destilada, na sequência 

realizou-se a leitura do branco no comprimento de onda de 240 nm, usando 500 uL de 

tampão PBS com 10 uL do homogenato e o valor da absorbância foi registrado. 

Para iniciar a leitura das amostras foi necessário usar 500 uL da solução diluída de 

peróxido de hidrogênio, juntamente com 10 uL do homogenato. As leituras foram feitas no 

comprimento de onda de 240 nm e as absorbâncias registradas nos tempos: 0 segundos 

(T0), 20 segundos (T20) e 40 segundos (T40). Todas as amostras foram manuseadas no 

escuro. A absorbância de cada tempo foi subtraída pela absorbância do branco. 

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

 

7.4. Análise Estatística  

 

Os resultados obtidos foram submetidos à análise de variância (ANOVA) utilizando o 

software GraphPad Prism 5.0 seguida de pós-teste Dunnet. Foi adotado intervalo de 

confiança de 95%, sendo as diferenças consideradas significativas quando o valor P for 

menor que 0,05 (P<0,05).  
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Figura 10: Delineamento experimental para avaliação da atividade antiartrite gotosa e estresse oxidativo do 
extrato etanólico de L. pinaster e de seus constituintes químicos principais. 
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8. RESULTADOS 

 

8.1.  Avaliação do efeito antinociceptivo do extrato de L. pinaster e de seus 

constituintes químicos sobre a hiperalgesia induzida pelo MSU. 

 

Os resultados foram todos calculados pela porcentagem da variação do limiar de 

nocicepção entre o tempo 0 horas e tempo 6 horas. Os animais do grupo controle negativo 

(normal), que receberam veículo por via oral e através da injeção periarticular, não tiveram 

grandes variações entre os dois tempos (Tempo 6h-Tempo 0h), o que simula uma situação 

basal. Como esperado, os animais do controle MSU (controle da inflamação), não tratados, 

mostraram baixo limiar de nocicepção, demonstrando valor de nocicepção final menor que 

o inicial, o que está relacionado com a inflamação ocasionada pela administração de MSU 

intra-articular, pois sem o tratamento e com inflamação induzida, os nociceptores estavam 

sensibilizados e não há ação analgésica. Ao analisar o grupo inflamado (MSU), nota-se que 

seu limiar de nocicepção foi reduzido e seus valores são significativamente diferentes aos 

da indometacina e do EEL (375 mg/kg), (figura 11). 

Após 6 horas da indução da inflamação com MSU, seguida da administração da 

indometacina e dos extratos, pôde-se observar que houve variação do limiar da 

sensibilização dos nociceptores. A figura 11, mostra o gráfico plotado com os resultados 

obtidos da nocicepção em variação da porcentagem da medida da nocicepção 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-inflamatório não esteroidal (AINE), foi 

utilizado como referência para a avaliação do limiar de nocicepção. Para o grupo controle 

positivo pôde-se notar que houve aumento do limiar da nocicepção resultando em efeito 

antinociceptivo. O aumento do limiar de nocicepção 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 são representados em 
variação percentual da medida da nocicepção após 6 horas de tratamento. *P<0,005 em comparação ao 
controle MSU (n=6, ANOVA seguida de teste Dunnet). 

 
 

A figura 12, ilustra a variação da medida da nocicepção nos grupos de animais 

tratados com as principais substâncias encontradas em L. pinaster, indometacina e veículo. 

Como previsto, o grupo tratado com injeção intra-articular de MSU, demonstrou redução 

em seu limiar de nocicepção. O grupo controle normal se manteve em condições basais. A 

indometacina foi usada como controle positivo. A quercetina, lupeol, estigmasterol e ácido 

cinâmico apresentaram efeito antinociceptivo. Quercetina, estigmasterol e ácido cinâmico 

aumentaram o limiar da dor em proporções similares à indometacina. Já o lupeol se 

comportou de forma ainda mais efetiva que o fármaco de referência. Portanto o lupeol foi a 

substância com maior efeito antinociceptivo quando comparado ao controle da inflamação 

(MSU). 
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Figura 12: Efeito das principais substâncias 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 são 
representados em variação percentual da medida da nocicepção após 6 horas de administração de MSU 
seguida de tratamento. *P <0,05 em comparação ao controle MSU, (n=6, ANOVA seguida de teste Dunnet). 

 

 

8.2.  Avaliação dos parâmetros inflamatórios 

 

8.2.1 Migração de neutrófilos 

 

Para a avaliação da migração de neutrófilos foi realizada a contagem total de 

leucócitos 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) gráficos 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 neutrófilos. Então 

determinou-se um quadrante de leucócitos totais do branco. E a partir do quadrante de 

leucócitos totais do branco determinou-se 4 quadrantes (Q1, Q2, Q3 e Q4). Sendo que o 

quadrante Q3 foi definido como aquele sem a presença de células. Na sequência os 

gráficos 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 após marcadas, cada célula emite uma fluorescência com uma determinada 

frequência, e no caso a frequência dos neutrófilos marcados com Ly6, encontra-se no 

quadrante Q3. 

     

 
 

Figura 13: Gráficos obtidos com o software Flow Jo para determinação do quadrante Q3 do branco (amostra 
sem o marcador de neutrófilos (Ly6 G). Determinação do quadrante da região de leucócitos totais (A). 
Demarcação do quadrante Q3, onde estão situados os leucócitos marcados com Ly6 G, que são os neutrófilos 
(B). Histograma gerado à partir das leucócitos totais e região demarcada de neutrófilos (C). 

 

A B A 
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Figura 14: Gráficos obtidos com o software Flow Jo na análise da amostra tratada com ácido clorogênico, 
substância presente na Lychnophora pinaster, com marcador de neutrófilos (Ly6 G). Determinação do 
quadrante da região de leucócitos totais (A). Demarcação do quadrante Q3, onde estão situados os leucócitos 
marcados com Ly6 G, que são os neutrófilos (B). Histograma gerado à partir dos leucócitos totais e região 
demarcada de neutrófilos (C). 

 

Como demonstrado na figura 15,  os efeitos de EEL, nas três doses avaliadas, e de 

todas as principais substâncias obtidas de L. pinaster foram significativamente diferentes 

ao controle inflamado (MSU), mostrando que o EEL tem grande capacidade de reduzir a 

inflamação por inibir a migração de neutrófilos.  
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Figura 15: Efeito do extrato etanólico de EEL, nas doses de 40, 125 e 375 mg/kg, das principais substâncias 
(15 mg/kg) presentes no EEL e da indometacina sobre a migração de neutrófilos para a cavidade periarticular 
da articulação fêmur-tibial (em camundongos C57BL/6) no modelo de artrite induzida por MSU. Os valores 
são representados em neutrófilos x 104 após 6 horas de tratamento. *P < 0,005 em comparação ao controle 
MSU (n=6, ANOVA seguida de teste Dunnet). 

 

 

8.2.2 Quantificação da citocina IL-1β 

 

A avaliação da concentração da citocina pró-inflamatória IL-1β pesente na cavidade 

periarticular de camundongos C57BL/6 tratados com EEL (40, 125 e 375 mg/kg) e principais 

substâncias presentes em L. pinaster demonstou que o tratamento com EEL, nas três doses 

administradas, e os tratamentos com ácido E-licnofórico, vitexina, ácido cinâmico, rutina, 

estigmasterol e ácido cafeico foram capazes de diminuir a concentração da interleucina IL-

1β, 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 substâncias presentes no EEL e 
da indometacina sobre a atividade da citocina IL-1β presente no tecido periarticular da articulação fêmur-tibial 
(em camundongos C57BL/6) no modelo de artrite induzida por MSU. Os valores são representados em ng/mL 
após 6 horas de tratamento. *P < 0,005 em comparação ao controle MSU (n=6, ANOVA seguida de teste 
Dunnet). 

 

8.2.3 Quantificação da citocina TNF-α 

. 

A quantificação da citocina TNF-α presente na cavidade periarticular de 

camundongos C57BL/6 tratados com EEL (40, 125 e 375 mg/kg) e principais substâncias 

presentes em L. pinaster foi feita após 6 horas da indução da inflamação com injeção intra-

articular de MSU, como demonstrado na (figura 17). A indometacina, como esperado, foi a 

substância com maior atividade anti-inflamatória. Os grupos tratados com o EEL, nas três 

doses avaliadas, com a vitexina e o ácido cafeico apresentaram redução da citocina pró-

inflamatória TNF-α em relação ao grupo controle da inflamação (MSU). 

O controle negativo do experimento (sem indução da inflamação), denominado 

controle normal, apresentou uma menor concentração de TNF-α, na região onde foi 

induzida a inflamação, significativamente diferente ao controle inflamado, o que valida o 

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

referência, indometacina. 
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Figura 17:  Efeitos do EEL, nas doses de 40, 125 e 375 mg/kg, das principais substâncias presentes no EEL 
e da indometacina sobre a concentação da citocina TNF-α na cavidade periarticular da articulação fêmur-tibial 
(em camundongos C57BL/6) no modelo de artrite induzida por MSU. Os valores são representados em ng/mL 
após 6 horas de tratamento. *P < 0,05 em comparação ao controle MSU (n=6, ANOVA seguida de teste 
Dunnet). 

 

 

8.3.  AVALIAÇÃO DOS EFEITOS DE EEL E DOS CONSTITUINTES QUÍMICOS 

PRINCIPAIS SOBRE O ESTRESSE OXIDATIVO 

 

8.3.1. Avaliação da atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) 

 

A atividade da SOD foi avaliada após administração  dos tratamentos com EEL, em 

três diferentes doses, e das substâncias majoritárias de L. pinaster aos camundongos com 

artrite induzida com injeção de MSU na articulação fêmur-tibial em camundongos C57BL/6. 

A vitamina C foi usada como antioxidante de referência. A atividade da SOD foi analisada 
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no tempo de 6 horas após indução da inflamação. Os resultados são demonstrados na 

(figura 18). 

A vitamina C é um clássico 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 características antioxidantes levou ao aumento da atividade da SOD.  

O controle inflamado (MSU) encontra-se em uma situação basal, assim como o 

controle normal. Na comparação entre os grupos, em condições de inflamação como no 

caso da artrite, a atividade da SOD não é tão pronunciada como ocorreu no grupo tratado 

com vitamina C. 

Os tratamentos com diferentes doses de EEL não promoveram aumento na atividade 

da SOD. 

Os tratamentos com as principais substâncias presentes em L. pinaster, na dose de 

15 mg/kg, mostraram que o ácido E – licnofórico e a vitexina apresentaram diferenças 

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

 
 

8.3.3. Avaliação da atividade da enzima Catalase (CAT) 

 

Quando se fala em CAT, automaticamente já se pensa em SOD, pois são duas 

enzimas que trabalham conjuntamente para regular o estresse oxidativo do organismo, e 

portanto, elas também devem ser analisadas conjuntamente.  

Nos experimentos realizados pôde-se ver que os controles positivo (vitamina C), da 

inflamação (MSU) e normal encontram-se bem similares aos controles da SOD (Figura 20). 

Apenas o tratamento com o controle positivo, vitamina C, demonstrou diferença significativa 

quando comparado ao controle inflamado (MSU).  

Os tratamentos com o extrato etanólico de L. pinaster nas doses de 40, 125, 375 

mg/kg não demonstraram atividade significativa quando comparadas com o controle MSU, 

na atividade da enzima catalase (Figura 20). 
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Avaliando o efeito das substâncias: ácido E- licnofórico, vitexina, ácido cinâmico, 

rutina, quercetina, lupeol, estigmasterol, ácido cafeico e ácido clorogênico, na dose de 15 

mg/kg, sobre a atividade da catalase (Figura 21), pôde-se observar que apenas o 

sesquiterpeno, ácido E- licnofórico apresentou diferença significativa com relação ao 

controle inflamado do experimento (MSU), demonstrando um efeito antioxidante por 

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

 

Um resumo dos efeitos biológicos promovidos pelo EEL e substâncias é mostrado na 

tabela 4. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

  

 

 
52 

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

Substância  Dose Antinocicepção 

Diminuição 
da Migração 

de 
neutrófilos 

Diminuição da 
concentração da 

IL - 1β 

Diminuição 
da 

concentração 
de TNF α 

Aumento 
da 

Atividade 
da SOD 

Aumento 
da 

Atividade 
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  

Ácido E-licnofórico  15 mg/Kg N S S N S S  

Vitexina  15 mg/Kg N S S S S N  

Ácido cinâmico  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  

Ácido cafeico 15 mg/Kg N S S S N N  

Ácido clorogênico 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 β – Interleucina 1 β; TNF-α – Fator de Necrose Tumoral α; SOD - Superóxido Dismutase; CAT - Catalase 
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9. DISCUSSÃO  

 

A hiperuricemia leva a um quadro clínico que ocorre devido a alta produção ou baixa 

excreção de ácido úrico, e é o primeiro passo para o desenvolvimento da gota. A 

insulficiência renal tem papel predominante no surgimento da hiperuricemia, pois ela 

acomete 90% dos pacientes hiperuricêmicos (Álvarez-Lario e Alonso-Valdivielso, 2014). 

Dessa forma, pacientes com baixa excreção de ácido úrico utilizam fármacos com atividade 

uricosúrica, tais como benzbromarona, sulfinpirazona e probenecida, que apesar de 

possuírem efeitos adversos graves, são eficientes na sua ação. Em casos de hiperuricemia 

e na gota crônica também são utilizados fármacos que agem no controle dos níveis de ácido 

úrico serico, denominados uricostáticos. O alopurinol e o febuxostate, possuem muitos 

efeitos adversos graves, porém são as únicas escolhas de tratamento para este fim. 

Entretanto o febuxostate é um fármaco cujo uso não foi liberado no Brasil (Murugaiyah e 

Chan, 2009). 

Quando a concentração de ácido úrico no sangue ultrapassa 6,8 mg/dl, este pode 

se depositar, na forma de cristais de urato monossódico (MSU), em articulações, tecidos 

subcutâneos ou rins (Tausche et al., 2009). A lesão ocasionada pelo MSU ativa o 

inflamassoma NLRP3, que faz a tradução da citocina pró-IL-1β. Porém ela só terá atividade 

após ser clivada pela protease caspase 1, sendo convertida em IL-1β (Borghi, 2013; 

Ramonda, 2015). Após sua ativação ela será liberada para o meio extracelular (Martinon, 

2002; Mariathasan, 2004). Os altos níveis de IL-1β tem a função de sinalizar os 

nociceptores, sensibilizando-os de forma a gerar a dor inflamatória e assim o sistema de 

defesa do organismo (Martinon et al., 2006; Ren e Dubner 2010). Consequentemente, há 

síntese e liberação de vários mediadores, como as citocinas pró-inflamatórias IL-1, IL-6, IL-

8 e TNF-α, enzimas (COX-2 e INOS), moléculas de adesão, entre outros, que irão iniciar o 

reparo da lesão causada pelo MSU, inicialmente, recrutando e ativando a infiltração de 

neutrófilos no tecido afetado (Coutinho et al., 2009). Estes, por meio de sinais quimiotáticos, 

atraem mais células de defesa para o local da inflamação, como monócitos, células 

dendríticas, macrófagos (Nathan, 2006). Essa alta concentração de células, também 

aumenta a respiração celular, pois há maior absorção de oxigênio. Desta forma são 

formadas espécies reativas do oxigênio, como por exemplo o ânios superóxido, peróxido 

de hidrogênio, radical hidroxila que causam um desequilíbrio entre sua produção e os 

metabólitos reativos, gerando o estresse oxidativo (Reuter et al., 2010). Este desequilíbrio 

é 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 são produzidos constantemente no metabolismo normal, e, também, em 

casos de patógenos no sistema. Porém, quando esse sistema por algum motivo entra em 

desequilíbrio, é desencadeado o estresse oxidativo (Machado et al., 2009). Então, 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 o ácido ascórbico (Ferreira e Matsubara, 1997). 

A artrite gotosa é uma doença crônica, altamente destrutiva, que não possui cura e 

apresenta fases severas de crise aguda. Além disso, a sua terapia medicamentosa não 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 são usados corticoides e 

colchicina, alcaloide natural obtido da espécie Colchico autumnale L. (Roberts, 1987). 

A indometacina é um anti-inflamatório da classe dos AINES, que também exerce 

função antipirética e analgésica, usada em diversas situações, como por exemplo no alívio 

da dor, na tumefação e dores articulares (Brunton et al., 2010). No entanto, os AINES 

podem ocasionar insulficiência cardíada e renal, aumento da pressão arterial, acidente 

vascular cerebral (AVC) e risco de infarto do miocárdio (Batlouni, 2010). 

Assim, a busca por novas opções para o tratamento da artrite gotosa é relevante. Os 

dados obtidos no presente estudo mostraram os efeitos produzidos pelo extrato etanólico 

da L. pinaster e de seus principais constituintes químicos na artrite gotosa, inflamação e 

dor.  

Na literatura há diversos produtos naturais que se mostraram potencialmente eficazes 

para o tratamento da inflamação e gota. Estudo realizado por Guzzo e colaboradores 

(2008), demonstrou a atividade antinociceptiva do extrato etanólico de L. pinaster (750 

mg/kg) no modelo de contorções induzidas por ácido acético e no modelo de placa quente, 

além de efeito antiedematogênico no edema de pata induzido por carragenina (Guzzo et 

al., 2008). 

Em estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa (Müller, 2017), o extrato 

etanólico de L. pinaster e os componentes químicos principais deste extrato, com exceção 

da quercetina e da rutina, promoveram efeito antiedematogênico no modelo do edema de 

pata induzido por MSU em camundongos Swiss (Müller, 2017). O ácido E-licnofórico (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 após a indução do edema. A Rutina, lupeol, 
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estigmasterol e os ácidos clorogênico e cafeico (15 mg/kg) também se mostraram ativos no 

modelo de edema de pata induzido por MSU (Müller, 2019). 

No presente trabalho, as atividades antinociceptiva e anti-inflamatória do extrato 

etanólico de L. pinaster (EEL) e das principais substâncias isoladas desta espécie foram 

avaliadas em camundongos C 57 Black 6 com artrite gotosa induzida pela injeção 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 ácidos E-licnofórico, cinâmico, 

clorogênico e cafeico na dose de 15 mg/kg por via oral. 

 EEL apresentou atividade antinociceptiva na maior dose avaliada. As substâncias 

responsáveis por esse efeito foram o ácido cinâmico, quercetina, lupeol e estigmasterol. 

Entre as substâncias 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 liberação de PGE-2 (Fernandez et al., 

2001). O ácido aracdônico presente nas células sofre ação das ciclooxigenases (COXs) e 

da prostaglandina E sintase terminal (PGES) para sua conversão à PGE-2. Esta 

prostaglandina tem importante papel na inflamação de doenças como artrite reumatóide 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 migração de neutrófilos também foi avaliada na fase aguda da artrite gotosa, no 

tempo de 6 horas após injeção de MSU na cavidade periarticular. O tratamento com EEL, 

nas três doses, reduziu a migração de neutrófilos, porém a melhor dose foi a de 125 mg/kg, 

não produzindo efeito dose-dependente. Além do mais, EEL, nas três doses, reduziu a 

concentração das citocinas IL-1β e TNF-α no tecido periarticular, comportando-se de forma 

dose-dependente na dosagem do TNF-α. Assim, EEL demonstrou atividade antinociceptiva 

e antiartrite por inibir a migração de neutrófilos e reduzir as concentrações de IL-1β e TNF-

α na articulação. 

Em relação as substâncias presentes na L. pinaster, todas inibiram a migração de 

neutrófilos para a região periarticular. 

Em estudos prévios de Hebeda (2011), o ácido clorogênico inibiu a migração de 

neutrófilos em ensaios sobre funções de neutrófilos in vitro, incubados com ácido 

clorogênico e LPS de Escherichia coli (Hebeda et al., 2010). 

Quando há inflamação aguda, as respostas iniciais de defesa do organismo são 

elementos da imunidade inata, como lesão tecidual e celular, aumento da permeabilidade 
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vascular e migração de leucócitos, predominantemente neutrófilos e macrófagos (Curvinel 

et al., 2010). Sendo assim, o extrato etanólico e substâncias avaliadas se mostraram 

capazes em reduzir a concentração de neutrófilos no local inflamado e, consequentemente, 

apresentaram atividade anti-inflamatória. 

O processo inflamatório da gota é caracterizado pela infiltração de cristais de urato 

monossódico (MSU) nas articulações de pacientes hiperuricêmicos. Macrófagos fagocitam 

esses cristais de ácido úrico formando o inflamassoma, que resulta na clivagem da 

caspase-1, maturação e liberação de IL-1β. Quando a IL-1β ativa seus receptores, na 

sequência quimiocinas são liberadas e neutrófilos são recrutados para a articulação 

afetada. Dessa forma, potencializa a inflamação, acometendo o tecido, causando danos, 

disfunção e dor na articulação (Amaral et al., 2016). Devido a este fato foi importante 

compreender alguns dos mecanismos pelos quais as principais substâncias presentes em 

EEL desempenharam na inflamação da artrite.  

Como houve diminuição da concentração de IL-1β na região onde a inflamação foi 

induzida, podemos sugerir que os tratamentos com EEL inibiram a produção de IL-1β, 

dessa forma não houve ativação dos receptores para a liberação dos neutrófilos, já que os 

mesmos permaneceram em baixas concentrações na cavidade articular durante o 

tratamento. Na avaliação da dosagem de IL-1β, apenas os tratamentos com rutina, 

estigmasterol, vitexina e com os ácidos E-licnofórico, cinâmico e cafeico diminuíram a 

concentração da IL-1β, tendo a vitexina efeito similar ao da indometacina. 

O grupo de animais tratados com quercetina apresentou concentração de IL1-β 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 quercetina mostraram que esta promoveu a redução da produção de NO e TNF-α 

em modelo celular de mastócitos humanos (Park et al., 2008). No presente estudo, o 

tratamento com quercetina, in vivo, não reduziu a concentração de TNF-α. Os efeitos 

antinociceptivo e anti-inflamatório apresentados por ela foram decorrentes da inibição da 

migração de neutrófilos e redução da concentração de IL-1β no tecido periarticular. 

Rosa e colaboradores (2016) demonstraram a eficácia da vitexina (5, 15 e 30 mg/kg) 

na redução da peritonite induzida em camundongos. Vitexina inibiu a migração de 

neutrófilos e reduziu a liberação de IL-1β, TNF-α e NO por macrófagos RAW 267.4 (Rosa 

et al., 2016). Em nosso trabalho, os tratamentos com vitexina e ácido cafeico diminuíram a 

concentração do TNF-α na cavidade periarticular dos camundongos, sem diferenças 

significativas em relação à indometacina (controle positivo). 
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O efeito anti-inflamatório 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 migração de neutrófilos. No entanto, não reduziu as 

concentrações de IL-1β e TNF-α no tecido periarticular, indicando que um dos mecanismos 

pelo qual exerceu os efeitos antinociceptivo e anti-inflamatório foi pela inibição da migração 

de neutrófilos e não por ação sobre estas citocinas. Estudos in vitro realizados por 

Fernandez et al., (2001), mostraram que lupeol foi capaz de inibir a liberação de IL-1 e TNF-

α. No entanto, nos experimentos in vivo realizados neste trabalho esses resultados não 

foram confirmados. 

O estresse oxidativo está inteiramente relacionado ao processo inflamatório, pois 

quando os neutrófilos são recrutados para o local da lesão eles liberam espécies reativas 

de oxigênio e de nitrogênio, as chamadas EROS e ERN, respectivamente (Siti et al., 2015). 

Sendo assim, foi objetivo desse trabalho avaliar a influência dos tratamentos com EEL e 

seus principais constituintes químicos sobre a atividade das enzimas antioxidantes SOD e 

CAT, no tecido periarticular após 6 horas de injeção intra-articular de MSU em 

camundongos. 

SOD e CAT são enzimas complementares, pois elas atuam juntas no estresse 

oxidativo e protegem o organismo de futuras lesões. A SOD dismuta o radical superóxido, 

produto oxigenado produzido pela respiração aeróbica em organismos vivos, em peróxido 

de hidrogênio e oxigênio. E então a CAT entra com sua ação de dismutar o peróxido de 

hidrogênio em oxigênio e água, amenizando o estresse oxidativo causado em situações de 

inflamação (Barbior, 1997). 

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

da inflamação (MSU) encontra-se em uma situação basal, assim como o controle normal, 

o que pode ser explicado por várias hipóteses: 

1-  A ação de pró-oxidantes, que são substâncias que induzem o estresse oxidativo por 

meio de espécies reativas de oxigênio ou pela inibição dos sistemas antioxidantes, e dessa 

forma agem como uma resposta adaptativa ao estresse oxidativo. Existem vários pró 

oxidantes que atuam ativando um fator de transcrição chamado NRF2. O NRF2 migra para 

o núcleo celular e ativa a trancrição de enzimas antioxidantes, por exemplo SOD e CAT. 

Porém esse mesmo fator de trancrição também ativa enzimas oxidantes, agindo de forma 

dual (Day, 2014; Lushchak, 2014). 
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Quando ocorre esse estímulo estressor, ele pode agir com intesidades variadas, 

sendo muito intenso, médio ou baixo, o que irá determinar a ação diferencial dessas 

enzimas antioxidantes (Day, 2014; Lushchak, 2014). 

Normalmente, o processo inflamatório irá aumentar as enzimas antioxidantes pela 

resposta adaptativa. Entretanto, neste caso, o agente estressor (MSU) pode ter sido tão 

intenso que inibiu a atividade da enzima SOD por modificação pós traducional, ou seja, 

houve deslocamento da  NFR2 e aumento da transcrição e tradução da SOD , porém a 

proteína não ficou ativa. 

O estímulo estressor intenso causado pelo MSU pode ser explicado pela lesão 

tecidual causada pela injeção intra-articular juntamente com a ação oxidante ocasionada 

pelo próprio MSU, pois lesão tecidual associada a sangramentos liberam hemoglobina e 

ferro, que são agentes que promovem acúmulo de substâncias oxidantes (Ferreira e 

Matsubara, 1997). 

2 -  A segunda hipótese pode estar relacionada à deficiência de alguns fatores para ação 

normal da SOD. Neste caso, dosamos SOD total (SOD zinco, SOD manganês, SOD 

mitocondrial, SOD citosólica) e os diferentes tipos de SOD dependem de vários fatores, 

como íons e minerais para ser ativada. Então qualquer desequilíbrio nesses íons e minerais 

na biologia dos camundongos, pode afetar a ativação da enzima SOD (Barbior, 1997; 

Ferreira et al., 1997). 

3 -  Outra proposta é o tempo de administração do estressor, que pode ter afetado as 

respostas antioxidantes. Neste experimento o período de inflamação foi de 6 horas, 

considerando uma inflamação aguda, e este curto tempo pode não ter sido suficiente para 

o organismo do camudongo ter uma resposta adaptativa. 

Além dessas hipóteses citadas é necessário atentar-se que o sistema de defesa 

antioxidante é muito amplo, pois há 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 selênio tem grande 

importância no estresse oxidativo, agindo na enzima (seleno-cisteína) para catalisar a 

dismutação do peróxido (Barreiros et al., 2006). 

No resultado do experiemento da CAT seus controles, controle da inflamação (MSU) 

e normal encontram-se em uma situação basal, assim como os controles normal e 

inflamado da SOD, que podem ser explicados de forma similar: 
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1-  A ação estressora foi tão intensa que inibiu a atividade da enzima CAT por modificação 

pós traducional, ou seja, houve deslocamento da  NFR2 e aumento da transcrição e 

tradução da CAT , porém a proteína não ficou ativa (Day, 2014; Lushchak, 2014); 

2-  Uma possível deficiência na atividade de NADPH, pois este é necessário para a ativação 

da enzima CAT (Ferreira e Matsubara, 1997); 

3- O estímulo estressor intenso ocasionado pelo MSU, juntamente com a lesão tecidual 

causada pela injeção intra-articular associada a ação oxidante gerada pelo próprio MSU, 

levou a lesão tecidual com consequente sangramento, liberando hemoglobina e ferro, que 

são agentes que promovem acúmulo de substâncias oxidantes (Ferreira e Matsubara, 

1997); 

Porém mesmo esses dois controles (MSU e normal) comportando-se nessas 

condições, o controle positivo referênte 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 ação no aumento da atividade da SOD e CAT em experiementos in vitro, 

quando administrada em camundongos por via oral, demonstrou possuir baixa 

biodisponibilidade. Este fato justifica os resultados obtidos no presente estudo, onde o 

tratamento com quercetina não promoveu atividade antioxidante em relação 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), ácido E- licnofórico e vitexina. No entanto, a vitexina, aumentou as concentrações de 

CAT e o ácido E-licnofórorico as de SOD e CAT no tecido periarticular. Considerando que 

a enzima SOD tem a função de formar o peróxido de hidrogênio e a CAT pela sua 

degradação, deve-se analisá-las em conjunto. O ácido E- licnofórico apresentou melhor 

atividade antioxidante em relação à SOD-CAT. No caso da vitexina pode-se considerar que 

sua atividade antioxidante também foi efetiva em aumentar CAT, mas não aumentou as 

concentrações de SOD. Desta forma, como a função da CAT é degradar o peróxido de 

hidrogênio, supõe-se que a conversão de espécies reativas do oxigênio pode ter sido feita 

por outra enzima antioxidante como a glutationa oxidase, que tem a função de converter o 

oxigênio em peróxido de hidrogênio. E atuando junto a glutationa oxidase a vitexina pode 

ter promovido a ação de neutralizar o peróxido de hidrogênio convertendo-o em água, 

devido ao aumento das concentrações de CAT no experiemento.  

Corrobando com os resultados deste estudo, o flavonoide vitexina demonstrou 

capacidade antioxidante significativa em ensaios in vitro de ácido tiobarbitúrico (TBA) e, 
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também, mostrou efeito protetor sobre o estresse por peróxido em Escherichia coli 

desenvolvidos por Zhang e colaboradores, (2014) (Zhang et al., 2014). 

O controle positivo (vitamina C) aumentou as concentrações tanto de SOD como de 

CAT, comprovando seu efeito antioxidante.  

Em estudos realizados in vitro por Sato e colaboradores, (2010), o ácido cafeico e o 

ácido clorogênico mostraram capacidade antioxidante em ensaios do tipo desempenho 

antioxidante total (TAP) (Sato et al., 2010). Porém, estas duas substâncias não 

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 substâncias sobre a artrite 

gotosa foram demonstrados pela primeira vez no modelo usado. Este modelo experimental 

mostrou-se enriquecedor, pois foi capaz de avaliar diversas ações farmacológicas e 

também foi capaz de demonstrar alguns mecanismos de ação do EEL e das substâncias 

de L. pinaster em doses menores das quais já foram avaliadas na literatura.  

O tratamento atual da gota mostra-se eficaz, porém são reduzidos e com alto grau de 

efeitos adversos, por isso este trabalho pôde proporcionar resultados que fazem da espécie 

L. pinaster uma alternativa para aumentar o arsenal terapêutico da gota, juntamente com 

possibilidades futuras de um tratamento com maior eficácia na terapia da inflamação e dor. 
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10.  CONCLUSÃO  

A gota é uma doença 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 adesão dos 

pacientes à terapia. Sendo assim, a obtenção de novos protótipos de fármacos e fármacos 

a partir de plantas e de novos fitoterápicos aumentariam o arsenal terapêutico para o 

tratamento da gota e as chances de maior adesão ao tratamento.  

No presente estudo o EEL apresentou atividade antinociceptiva e antiartrite gotosa 

por inibir a migração de neutrófilos e reduzir as concentrações de IL-1β e TNF-α na região 

inflamada, indicando seu efeito sobre a redução da produção destas citocinas. O ácido 

cinâmico, quercetina, lupeol e estigmasterol foram as substâncias presentes em EEL 

responsáveis pelo efeito antinociceptivo apresentado pelo extrato. Rutina, quercetina, 

vitexina, lupeol, estigmasterol e os ácidos E-licnofórico, cinâmico, cafeico e clorogênico são 

os constituintes responsáveis pela atividade do extrato na antiartrite gotosa. 

Em relação à atividade antioxidante, apenas as substâncias vitexina e ácido E-

licnofórico aumentaram a atividade das enzimas SOD e CAT no tecido periarticular da 

articulação fêmur tibial. Apesar dos efeitos apresentados por estas substâncias no estresse 

oxidativo, o EEL não mostrou nenhum efeito antioxidante. 

Os resultados obtidos no presente trabalho mostraram o potencial do extrato etanólico 

de partes aéreas de L. pinaster e das substâncias presentes nesse extrato para o 

tratamento da dor e inflamação decorrentes da artrite gotosa. 
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