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“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos nédo € sendo uma gota de

agua no mar. Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota.”

Madre Teresa de Calcuta




RESUMO

A gota € uma artrite inflamatéria aguda causada pela deposicao de cristais de urato
monossodico nas articulagdes. A elevacdo do acido urico no sangue pode ser
decorrente a varios fatores. As lactonas sesquiterpénicas sdo substéncias de
ocorréncia em espécies do género Lychnophora (arnica brasileira). O grupo de
pesquisa do LAPLAMED/CiPharma/EF/UFOP vem trabalhando ha alguns anos com
as lactonas sesquiterpénicas e reuniu volume consideravel de dados que justificam a
selecdo destas substancias como candidatas ao desenvolvimento de farmacos
antigota. Estudos prévios realizados por este grupo demonstraram que licnofolida,
eremantolida C e goiazensolida promoveram a reducéo das concentracdes séricas de
acido urico em camundongos Swiss. Entretanto, o mecanismo de acdo para a
atividade anti-hiperuricémica ndo foi totalmente elucidado. A inflamagéo nas
articulacdes gera um estresse oxidativo nas células de defesa, liberando mediadores
pré-inflamatérios. O controle terapéutico da gota consiste em tratar as crises
inflamatorias agudas e reduzir os niveis séricos de acido urico. Ha4 um nimero limitado
de medicamentos utilizados na prética clinica da gota e eles possuem efeitos adversos
severos. Novas opcodes terapéuticas sdo necessarias para o tratamento desta
patologia. Objetivando avaliar 0os mecanismos pelos quais as lactonas
sesquiterpénicas exercem as acles farmacoldgicas descritas, 0 presente estudo
avaliou a acado anti-hiperuricémica, uricosurica e de inibicdo da xantina oxidase de
licnofolida, eremantolida C e goiazensolida em ratos Wistar além da acao anti-
inflamatoria, antinociceptiva e antioxidante em camundongos C57BL/6. A metodologia
do primeiro modelo animal consistiu em tratar ratos hiperuricémicos com o0s
medicamentos usados clinicamente no tratamento da gota e com as lactonas
sesquiterpénicas. O &cido urico foi dosado no sangue e urina dos ratos, e o figado
retirado para dosagem da atividade residual da enzima xantina oxidase hepatica. As
lactonas sesquiterpénicas apresentaram atividade anti-hiperuricémica nas doses de 5
e 10 mg/kg, e acao uricosurica e/ou inibitoria da atividade da xantina oxidase hepatica,
dependendo da dose. A acéo uricosurica de goiazensolida e licnofolida foi observada
na dose de 5 mg/kg. Goiazensolida e licnofolida na dose de 10 mg/kg demonstraram
efeitos uricosuricos e de inibicdo da xantina oxidase, assim como a eremantolida C

nas doses de 5 e 10 mg/kg. No segundo modelo experimental, camundongos da



linhagem C57BL/6 com artrite induzida por MSU na articulacdo tibiofemoral foram
tratados com indometacina e a vitamina C como controles anti-inflamatorio e
antioxidante, respectivamente, além das lactonas sesquiterpénicas. A nocicepcao foi
avaliada antes e apos a inducédo da inflamacao e tratamento. O liquido articular foi
removido para andlise da migracdo de neutrdfilos e o tecido periarticular removido
para dosagem das enzimas SOD e CAT; além das citocinas IL-1B e TNF-a. As trés
lactonas sesquiterpénicas foram eficazes como antinociceptivas e antioxidantes. O
efeito anti-inflamatério ocorreu devido a inibicdo da migracéo de neutrdfilos e inibicdo
da producéo de TNF-a. Sendo assim, licnofolida, eremantolida C e goiazensolida sé&o
candidatas promissoras para o desenvolvimento de farmacos para o tratamento da

inflamagé&o, hiperuricemia e gota.
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ABSTRACT

Gout is an acute inflammatory arthritis caused by monosodium urate cristals’
deposition on joints. The increase of blood uric acid levels might be due to several
factors. Sesquiterpene lactones are compounds that occur in Lychnophora genus’
species (arnica brasileira). The study group from LAPLAMED/CiPharma/EF/UFOP has
been working for some time with sesquiterpene lactones and collected considerable
data that justifies those compounds sellection as candidates to gout drugs’
development. Previous studies made by this group showed that lychnopholide,
eremantholide C and goyazensolide promoted decrease in serium uric acid
concentrations on Swiss mice. However, the anti-hyperuricemic mechanism of action
was not entirely elucidated. Joint inflammation causes oxidative stress on defense
cells, releasing pro-inflammatory mediators. Gout therapy control consists on treating
acute inflammatory crisis ando on reducing sérum uric acid levels. There is a restricted
number of drugs used in clinical practice of gout and they show several side effects.
New therapeutic options are needed to treat that pathology. Aiming the evaluation of
mechanisms which those sesquiterpene lactones exert the pharmacological actions
described, the present study evaluated the anti-hyperuricemic, uricosuric and xanthine
oxidase ininhibition actions of lychnopholide, eremantholide C and goyazensolide on
Wistar rats, furthermore the anti-inflammatory, antinociceptive and antioxidant actions
on C57BL/6 mice. The first animal model methodolody consisted in treating
hyperuricemic rats with the clinical used gout drugs and with the sesquiterpene
lactones. Uric acid was dosed on blood and urine, and liver was taken off to xanthine
oxidase liver enzyme residual activity dosage. The sesquiterpene lactones presented
anti-hyperuricemic activity on 5 and 10 mg/kg doses, and uricosuric and/or liver
xanthine oxidase inhibition activity on a dose-dependent manner. It was observed
uricosuric action of goyazensolide and lychnopholide at 5 mg/kg dose. Goyazensolide
and lychnopholide at 10 mg/kg dose showed uricosuric effects and xanthine oxidase
inhibition, as well as eremantholide C at 5 and 10 mg/kg doses. At the second animal
experimental model, C57BL/6 mice with arthritis induced by MSU on tibiofemoral joint
were treated with NSAID indomethacin and vitamin C as antioxidant control, besides
the sesquiterpene lactones. Nociception was evaluated before and after inflammation

induction and treatment. Joint fluid was collected to analyse neutrophils’ migration and
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periarticular tissue removed to SOD and CAT enzymes’ dosage; besides the IL-1p and
TNF-a cytokines dosage. All three lactones were effective as antinociceptive and
antioxidant. Anti-inflammatory effect occured due to inhibition of neutrophil migration
and due to inhibition of TNF-a synthesis. Therefore, lychnopholide, eremantholide C
and goyazensolide are promising candidates to drugs’ development for hyperuricemia

and gout treatment.
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1. INTRODUCAO

A evolucdo do homem permitiu que houvesse um rgpido crescimento na pesquisa
em diversos aspectos. Na area médica, essa pesquisa envolve uma busca por uma
gualidade de vida melhor e por um aumento na expectativa de vida. Medicamentos e
vacinas vém sendo desenvolvidos para este propdésito, muitos deles a partir de produtos
naturais (BRUSOTTI et al., 2014). A pesquisa fitoquimica baseada na etnofarmacologia tem
se mostrado extremamente eficaz para a descoberta de novas substancias com efeitos
farmacologicos e seus mecanismos de acdo. A biodiversidade é uma fonte ilimitada de
compostos quimicos capazes de se tornarem farmacos. Existem diversas técnicas de
separacao e purificacdo desses compostos a fim de se obter um maior rendimento e
eficacia na separacdo (BRUSOTTI et al.,, 2014). 6% dos 877 novos medicamentos
produzidos entre 1981 e 2002 sao classificados como produtos naturais, e 27% séo
compostos sintetizados a partir de produtos naturais, demonstrando a importancia dessas
substancias para a industria farmacéutica (NEWMAN e CRAGG, 2016).

Plantas brasileiras vém sendo estudadas cada vez mais ao longo dos anos,
demonstrando seus potenciais biologicos trazendo alternativas para o tratamento de
doencas como a hiperuricemia e a gota. Como por exemplo a Campomanesia velutina,
conhecida popularmente como gabiroba, cujo extrato etandlico foi eficaz no tratamento de
camundongos hiperuricémicos. Substancias isoladas deste extrato também demonstraram
promissor efeito farmacoldgico (ARAUJO et al., 2016). Outras substancias isoladas de
plantas brasileiras como a Pimenta pseudocaryophyllus e a Tabebuia roseoalba,
demonstraram acdo anti-hiperuricémica e anti-inflamatéria (FERRARI et al., 2016;
FERRAZ-FILHA et al., 2017). O género Lychnophora possui diversas espécies com uma
ampla gama de compostos a serem estudados. Extratos obtidos de espécies do género
Lychnophora demonstraram efeitos anti-inflamatoério e anti-hiperuricémico. As lactonas
sesquiterpénicas isoladas de Lychnophora demonstraram potencial sobre a inflamacéo e
hiperuricemia. (GOBBO-NETO e LOPES, 2007; DE SOUZA et al., 2012; UGOLINE et al.,
2017).

Com isso, ha a necessidade do estudo de lactonas sesquiterpénicas isoladas de
extratos de Lychnophora a fim de avaliar a atividade biolégica na hiperuricemia, inflamagéo

e nocicepcgéao.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Hiperuricemia e gota

O aumento dos niveis de acido arico sérico, condicdo conhecida como hiperuricemia,
€ um fator de risco para diversas doencas. A hiperuricemia causa o acumulo e depdsito de
urato nas articulacdes, provocando a artrite gotosa, que € uma doenca inflamat6ria muito
dolorida (BARDIN e RICHETTE, 2014) sendo a mais comum entre as que acometem as
articulagbes em homens acima de 40 anos (SAAG e MIKULS, 2005). A maioria dos
pacientes com gota possuem niveis elevados de acido Urico no sangue e uma porcentagem
relevante (10%) dos pacientes com hiperuricemia manifestam a gota (SMITH et al., 2010).
A prevaléncia de hiperuricemia é alta em pacientes com sindrome metabdlica, que é o
conjunto de fatores de risco ao desenvolvimento de doengas cardiovasculares, diabetes e
obesidade. Hiperuricemia pode ser originada pelo aumento da producéo de acido Urico no
sangue, pela diminuicdo de sua excrecdo, ou pelas duas vias. Essa condicdo pode ser
causada devido a desordens no metabolismo de purinas (PUIG e MARTINEZ, 2008).
Quando o limite fisiologico de solubilidade de urato € alcancado, pode haver a formacao e
precipitacdo de cristais de monourato de soédio (MSU) nas articulagBes criando tofos
gotosos (Figura 1, pagina 3). Os cristais de MSU estimulam a resposta imunoldgica
provocando a liberacao de citocinas que medeiam e regulam a resposta inflamatéria. Além
disso, ativam o complexo proteico inflamassoma nos mondécitos, resultando na producéo e
liberacao de IL-1B ativa (KRISHNAN, 2010).



Figura 1. Tofo gotoso causado pelo acumulo de cristais de MSU nas articulagdes.
Fonte: Neri (2011)

A xantina oxidase (XOD) é a enzima que catalisa a reacéo de sintese de 4cido urico
a partir de hipoxantina e xantina, nas ultimas etapas do metabolismo de purinas (Figura 2,
pagina 4). Na maioria dos mamiferos, o acido urico é metabolizado, pela acdo da enzima
hepatica uricase, a alantoina, que é facilmente excretada na urina. A uricase ndo esta
presente nos humanos devido a inativacao do gene responsavel pela sua sintese, ocorrida
no processo de evolugdo dos primatas. Os mamiferos que possuem a uricase e excretam
a alantoina normalmente possuem uma concentracdo sérica de acido Urico menor (<2
mg/dL) do que os humanos (>2 mg/dL) (JOHNSON et al., 2003). O urato, forma soltvel do
acido drico, € um potente antioxidante em ambiente extracelular, capturando radicais
hidroxila, oxigénio singleto e peroxinitrito. O acido Urico perde sua capacidade antioxidante
em ambiente hidrofébico podendo inclusive formar radicais livres (SAUTIN et al., 2007). O
estudo realizado por Sautin e colaboradores (2007) demonstrou que o &cido Urico pode
aumentar o estresse oxidativo em adipécitos fazendo com que haja a inibicdo da producéo
de 6xido nitrico. O estudo sugere que a hiperuricemia pode ser um dos fatores que induzem
0 estresse oxidativo seguido do processo pro-inflamatorio e disfuncdo endécrina no tecido
adiposo. Reafirmam a contribuicdo do aumento sérico de acido Urico na patogenia da

sindrome metabdlica.
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2.2. Tratamento da hiperuricemia e gota

Inibidores da xantina oxidase, como o alopurinol, sdo muito utilizados no tratamento
da hiperuricemia. O alopurinol, apesar de sua eficacia em reduzir os niveis séricos de acido
arico, apresenta efeitos adversos como nefropatia, reacdes alérgicas (KONG et al., 2000)
e hepatotoxicidade (MCINNES et al., 1981). Agentes uricosuricos aumentam a excrec¢ao do
acido urico pelo bloqueio da reabsorcdo de urato no tubulo proximal renal, sendo outra
opcao de tratamento (AHMED et al., 2016). Exemplos de agentes uricosuricos utilizados na
terapéutica sdo a benzbromarona e a probenecida, porém o uso é limitado ja que a
benzbromarona € proibida em alguns paises europeus devido ao risco de causar hepatite
fulminante (REINDERS et al., 2007) e a probenecida pode provocar urolitiase e outras
complica¢cbes renais (MOHAMMAD et al., 2015). Os agentes uricosuricos probenecida,
benzbromarona e sulfimpirazona inibem o transportador de anions organicos 4 (hOAT4) e
o trocador de anion urato renal 1 (URAT1), impedindo assim a reabsorcao de &cido urico
pelos rins e, consequentemente, diminuem os niveis de acido arico no plasma. Com uma
menor concentracdo de acido Urico sérico, os cristais formados nos tecidos e articulacdes
sdo dissolvidos, diminuindo a longo prazo a formacdo de tofos gotosos causados pelo
deposito de urato. Nao héa diferencas significativas relatadas em relacdo aos beneficios do
tratamento com benzbromarona ou alopurinol. A benzbromarona possui menos efeitos
adversos que a probenecida, levando a uma menor resisténcia dos pacientes ao
tratamento. Nao h& estudos suficientes para comparar a eficacia entre agentes uricosuricos
e inibidores de xantina oxidase (KYDD et al., 2013).

O tratamento anti-hiperuricémico é importante para evitar crises agudas de gota e
nao deve ser descontinuado durante as crises. Na fase aguda da gota a abordagem
terapéutica visa diminuir a dor e a inflamacdo com o uso de anti-inflamatérios como
corticosteroides, colchicina ou anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINEs) (KHANNA et al.,
2012).

2.3. Plantas medicinais no tratamento da hiperuricemia, gota e inflamacdes

Plantas medicinais sdo usadas por populacdes do mundo todo para o tratamento e
prevencao de diversas doencgas, inclusive no Brasil (ALVES et al., 2000). O cerrado ocupa
mais de dois milhdes de quadrados do territério brasileiro, e € composto por uma rica flora.

As plantas pertencentes ao cerrado sao utilizadas principalmente para tratar doencas



tropicais como esquistossomose, leishmaniose, malaria, infeccdes por fungos e por
bactérias (ALVES et al., 2000).

O uso de plantas medicinais pode ser alternativa para o tratamento da hiperuricemia
e doencas relacionadas por serem excelente fonte de compostos bioativos. Plantas
utilizadas na medicina tradicional chinesa demonstraram ter efeitos hipouricémicos.
Extratos de Cinnamomum cassia (canela da China), Chrysanthemum indicum (crisantemo)
e Lycopus europaeus (marroio-de-agua) demonstraram efetiva inibicdo da enzima xantina
oxidase (KONG et al., 2000). As plantas medicinais do Cerrado brasileiro também foram
eficazes em diminuir a hiperuricemia. Os extratos aquoso e etandlico de Campomanesia
velutina, coletada em Minas Gerais e comumente chamada de gabirobeira, reduziram niveis
séricos de &cido urico e inibiram XOD in vitro e in vivo. Além disso, estes mesmos extratos
demonstraram acdo anti-inflamatéria no edema de pata induzido por MSU. A miricitrina,
isolada de ambos extratos, também reduziu os niveis séricos de acido urico e inibiu a
xantina oxidase hepatica (ARAUJO et al., 2016). A espécie Pimenta pseudocaryophyllus,
nativa da Mata Atlantica e Cerrado brasileiro, conhecida popularmente como pau-cravo, €
utilizada na medicina popular para o tratamento da artrite (PAULA et al., 2012; D’ANGELIS
e NEGRELLE, 2014). Ferrari e colaboradores (2016) demonstraram a ac¢do anti-
hiperuricémica dos extratos de P. pseudocaryophyllus pela acéo uricosurica e de inibicdo
da xantina oxidase. Também foi demonstrada a acao anti-inflamatéria dos extratos aquoso
e etandlico e do extrato acetato etilico no edema de pata induzido por MSU (FERRARI et
al., 2016). O extrato aquoso das folhas de Tabebuia roseoalba (ipé branco) e as substancias

isoladas deste extrato (acido clorogénico e acido cafeico) foram capazes de reduzir os

niveis séricos de acido Urico, inibiram a xantina oxidase e reduziram a inflamacao no
modelo de edema de pata induzido por MSU (FERRAZ-FILHA et al., 2017).
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Espécies do género Lychnophora (Asteraceae) sdo conhecidas como arnica e séo
usadas popularmente para tratar inflamac&o, dor, reumatismo e picadas de insetos (SAUDE
et al.,, 1998; CHAVES et al., 2015). Flavonoides, triterpenos e lactonas sesquiterpénicas
foram isolados de diversas espécies do género Lychnophora (BOHLMANN e JAKUPOVIC,
1990). Os extratos etanolicos de L. ericoides, L. pinaster, L. trichocarpha e L. passerina
apresentaram atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria em modelo de inflamacgéo
(edema de pata) induzido por carragenina (GOBBO-NETO E LOPES, 2007; GUZZO et al.,
2008; DE SOUZA et al., 2012; FERRARI et al.,, 2013; UGOLINE et al.,, 2017). L.
trichocarpha, L passerina e L. pinaster também demonstraram efeitos sobre a hiperuricemia
e edema de pata induzido por cristais de urato monossodico (DE SOUZA et al., 2012;
UGOLINE et al., 2017; MULLER, 2017).

2.4. Lactonas sesquiterpénicas

Os metabdlitos secundéarios de plantas sdo essenciais em sua protecdo contra
agentes patogénicos. As lactonas sesquiterpénicas estao presentes em sua grande maioria
na familia Asteraceae e ha mais de 5000 compostos conhecidos. S&o terpendides formados
em plantas pela via do acido mevaldénico (BRUNETON, 1995; THOLL, 2015), a partir de
uma condensacdo do tipo cabeca-cauda de trés unidades isoprénicas, seguida de
ciclizacédo e formacéo do grupo lactona (éster ciclico) que pode ter a conformacao cis ou
trans. S&o terpendides incolores e estaveis, classificadas de acordo com o esqueleto
carbociclico, sendo as seguintes classes as mais comumente encontradas na natureza:
germacranolidas (anel de 10 membros); eudesmanolidas (6/6-biciclicos); e guaianolidas
(5/7-biciclicos) (Figura 3, pagina 8) (GHANTOUS et al., 2010). As atividades
farmacoldgicas das lactonas sesquiterpénicas sao pesquisadas ha anos, e muitas dessas
atividades séo atribuidas ao grupo a-metileno-y-lactona presente na molécula, que reage
através de uma adicdo nucleofilica do tipo Michael a grupos sulfidrila ou amino de proteinas
(RODRIGUEZ et al., 1976). Estas atividades bioldgicas sofrem influéncia de trés principais
propriedades quimicas das lactonas sesquiterpénicas: (1) reatividade do centro alquilante;
(2) cadeia lateral e lipofilicidade; (3) geometria molecular e caracteristicas eletronicas
(GHANTOUS et al., 2010).
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Figura 3. Rota biossintética de algumas lactonas sesquiterpénicas.
Fonte: BRUNETON, 1995; FERRARI, 2008.

A atividade tripanocida de lactonas sesquiterpénicas isoladas do género Mikania (in
vitro e in vivo) (LAURELLA et al., 2017) e do género Lychnophora (in vitro) (DE OLIVEIRA
et al., 1996) foi comprovada. Além disso, as lactonas sesquiterpénicas isoladas do género
Mikania também demonstraram atividade anti-Leishmania, sendo a atividade anti-
protozodria diretamente relacionada a porgao lactona a,B-insaturada presente em suas
estruturas (LAURELLA et al., 2017). Neste mesmo estudo foi demonstrada a capacidade
dessas substancias de estimular a producao de citocinas cruciais no processo inflamataorio.
A atividade anti-malarica de lactonas sesquiterpénicas isoladas da espécie Vernonia

fimbrillifera Less. (Asteraceae) foi descrita por Bordignon e colaboradores (2018), sendo as



cetonas a,B-insaturadas cruciais nesta atividade devido a sua alta reatividade (rapidas
adicdes do tipo Michael a grupos tidis livres).

A lactona sesquiterpénica artemisinina e seus derivados, além de importantes
antimalaricos, estdo em ensaios clinicos para o tratamento do cancer, assim como
tapsigargina e partenolideo (GHANTOUS et al., 2010). Além disso, estudos comprovaram
também as atividades antiviral, antifingica e antibacteriana de diversas lactonas
sesquiterpénicas (CHATURVEDI et al., 2011).

Eremantolida C e licnofolida, lactonas sesquiterpénicas isoladas da espécie
Lychnophora trichocarpha, demonstraram agéo anti-inflamatoria no modelo de edema de
pata induzido por carragenina (FERRARI et al., 2013). Testes in vitro realizados por Ferrari
e colaboradores (2013) demonstraram que essas lactonas foram capazes de promover a
producdo de IL-10 em células J774.A1 estimuladas por LPS e INF-y. Eremantolida C
também mostrou consideravel inibicdo de TNF-a. Neste mesmo estudo, licnofolida
promoveu a reducédo da producao de oxido nitrico por macréfagos J774, acao notavel pois
0o NO produzido na inflamagdo causa danos aos tecidos endoteliais. De Souza e
colaboradores (2012) comprovaram a acao hipouricémica de licnofolida e eremantolida C,
além de seus efeitos anti-inflamatérios sobre o edema de pata induzido por cristais de

monourato de sédio.
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A goiazensolida, lactona sesquiterpénica majoritaria da espécie Lychnophora
passerina, teve suas agdes farmacologicas investigadas no modelo animal de hiperuricemia
induzida por oxonato de potassio em camundongos Swiss e no modelo de edema de pata
induzido por carragenina. Demonstrou ser eficaz tanto no tratamento da inflamagé&o quanto
da hiperuricemia (UGOLINE et al., 2017).
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3. JUSTIFICATIVA

Lactonas sesquiterpénicas estdo presentes em 90% das espécies da subtribo
Lychnophorinae (Asteraceae), a qual pertence o género Lychnophora (KELES et al., 2010).
Em estudos realizados previamente, as lactonas sesquiterpénicas licnofolida e
eremantolida C, isoladas de Lychnophora trichocarpha demonstraram acdo anti-
inflamatéria em experimentos realizados com macréfagos J774A.1 estimulados por LPS.
Também demonstraram atividade anti-inflamatoéria in vivo no edema de pata induzido por
carragenina (FERRARI et al., 2013). A goiazensolida, lactona sesquiterpénica isolada de
diversas espécies do género Lychnophora, € um importante marcador quimico deste
género (CHICARO et al., 2004). Extratos etandlicos de L. passerina, coletada nas quatro
estacdes do ano, demonstraram atividades anti-inflamatoria e anti-hiperuricémica, sendo a
goiazensolida uma das substancias responsaveis por essas acbes (UGOLINE et al., 2017).
Licnofolida e eremantolida C, na dose de 25 mg/kg, foram capazes de reduzir as
concentracdes séricas de acido urico em camundongos Swiss e ndo foram capazes de inibir
a atividade da xantina oxidase hepatica. Os mecanismos pelos quais estas lactonas
sesquiterpénicas produziram o efeito hiporuricémico nao foram elucidados (de SOUZA et
al.,, 2012). Camundongos Swiss tratados com goiazensolida (10 mg/kg) tiveram as
concentracfes séricas de acido uUrico reduzidas pela inibicdo da atividade da XOD
(UGOLINE et al., 2017).

A gota é uma artrite inflamatéria que atinge de 1 a 4 % da populacdo em paises
desenvolvidos, principalmente na América do Norte e Europa (KUO et al.,, 2015). A
prevaléncia da doenca é maior em homens, principalmente acima dos 75 anos (SMITH et
al., 2014) e esta diretamente relacionada a doencas cardiovasculares e renais e a sindrome
metabolica (ABBOTT et al., 1988; YU et al., 2012; PUIG e MARTINEZ, 2008).

Devido a necessidade de novos farmacos com acdes terapéuticas favoraveis aos
tratamentos da hiperuricemia, inflamagcédo e gota, € importante uma investigacdo mais
aprofundada dos mecanismos de acéo anti-hiperuricémica da licnofolida, eremantolida C e

goiazensolida, além da avaliacdo de seus efeitos no estresse oxidativo e na artrite gotosa.
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4. OBJETIVOS

4.1. Gerais

Avaliacdo das atividades uricosurica, antinociceptiva, antiartrite gotosa e no estresse

oxidativo das lactonas sesquiterpénicas licnofolida, eremantolida C e goiazensolida.

4.2. Especificos

I. Isolar da espécie Lychnophora trichocarpha e caracterizar a lactona sesquiterpénica

licnofolida;

II.  Avaliar o efeito uricosurico e a atividade de inibicdo da xantina oxidase hepatica das
lactonas sesquiterpénicas;

lll.  Avaliar os efeitos das lactonas sesquiterpénicas sobre a artrite gotosa, inflamacéo e
nocicepcao induzidas;

IV. Avaliar os efeitos das lactonas sesquiterpénicas sobre a atividade das enzimas
antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) na cartilagem de
camundongos C57BL/6 com artrite gotosa induzida.
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5. OBTENCAO DA LACTONA SESQUITERPENICA LICNOFOLIDA

A eremantolida C (sélido branco, PF 214-215 °C, acetato de etila) foi previamente
isolada do extrato etanolico de Lychnophora trichocarpha, como descrito por Saude-
Guimaraes e colaboradores (2014). A goiazensolida (sélido branco, PF 168,7-169,5 °C,
cloroférmio) foi previamente isolada do extrato cloroférmico de Lychnophora passerina,
como descrito por Ugoline e colaboradores (2017). As lactonas previamente isoladas no
Laboratério de Plantas Medicinais (LAPLAMED) foram fornecidas pela professora Dénia
Antunes Saude Guimardes para serem utilizadas nos experimentos. A licnofolida usada
neste trabalho foi obtida a partir do extrato etandlico de L. trichocarpha de acordo com a

metodologia descrita a seguir.

5.1. MATERIAL E METODOS

5.1.1. Equipamentos, Reagentes e Solventes

Hexano P.A. (Neon), acetato de etila P.A. (Qhemis), diclorometano P.A. (Qhemis),
silica gel 60 (Merck) 0,063-0,200 mm, silica gel 60 (Merck) 0,040-0,063 mm, balancas
Shimadzu e Quimis, Medidor de ponto de fusdo M-560 Buchi, evaporador rotativo R-210

(Buchi), espectrofotbmetro Varian, cromatégrafo Isolera (Biotage).

5.1.2. Isolamento da licnofolida

5.1.2.1. Material vegetal

A fracdo LT1 de onde foi obtida a licnofolida € proveniente do extrato cloroférmico
das partes aéreas de Lychnophora trichocarpha Spreng. coletadas em julho de 2015, em
Ouro Preto, MG. As exsicatas da espécie vegetal encontram-se depositadas no herbario do
Instituto de Ciéncias Exatas e Biolégicas da UFOP, com o numero de referéncia 20635.

O extrato cloroférmico (165,24 g) foi submetido a cromatografia em coluna de
filtracdo em silica gel utilizando hexano, acetato de etila e metanol como eluentes, em
ordem crescente de polaridade. Os solventes das fracbes obtidas foram evaporados sob
pressdo reduzida em rotaevaporador originando as fragbes hexanica, hexéanica:acetato

etilica (90:10), hexanica:acetato etilica (80:20), hexanica:acetato etilica (50:50) e
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metandlica. Na fracdo hexanica:acetato etilica (90:10) foi detectada, por Cromatografia em

Camada Delgada (CCD), a presenca da licnofolida. Esta frac&o foi denominada LT1.
5.1.2.2. Fracionamento cromatografico de LT1
A fracdo acetato etilica:hexano (1:1), LT1, peso 46,50 g, foi submetida a
cromatografia em coluna preparada com fase estacionaria silica gel e eluida com fases
moveis obtidas de misturas de hexano (hex) e acetato de etila (AcOEt) em polaridades

crescentes.

Tabela 1. Fracionamento cromatogréfico de LT1.

Eluente Fracdes
Hexano 100% 1-15
Hex:AcOEt (95:5) 16-26
Hex:AcOEt (90:10) 27-33
Hex:AcOEt (85:15) 34-40
Hex:AcOEt (80:20) 41-87
Hex:AcOEt (75:25) 88-93
Hex:AcOEt (70:30) 94-117
Hex:AcOEt (65:35) 118-123
Hex:AcOEt (60:40) 124-129
Hex:AcOEt (55:45) 130-135
AcOEt 100% 136-147

As fracbes obtidas de LT1 foram monitoradas por CCD, utilizando o sulfato cérico
como revelador. As fracdes foram agrupadas de acordo com a presenca de mancha branca,
antes do aquecimento a 100°C, e mancha marrom, ap6s aquecimento a 100°C,
caracteristicas da licnofolida, e pelo Rf semelhante ao do padrao (fracdes 57 a 96, Figura
4, pagina 15), e foram denominadas LT2. LT2 mostrou conter outras substancias, além de
lactonas sesquiterpénicas, levando a conducédo de novas colunas a fim de obter a completa

purificagéo da licnofolida.
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Figura 4. CCD das fra¢gOes 56-61 de LT1.

5.1.2.3. Fracionamento cromatografico de LT2

A coluna foi preparada com silica gel como fase estacionéaria e 7,8 g de LT2 e eluida

com hexano:acetato de etila em polaridade crescente.

Tabela 2. Fracionamento cromatogréfico de LT2.

Eluente Fracdes
Hexano 100% 1-6
Hex:AcOEt (95:5) 7-12
Hex:AcOEt (90:10) 13-24
Hex:AcOEt (85:15) 25-31
Hex:AcOEt (80:20) 32-39
Hex:AcOEt (75:25) 40-65
Hex:AcOEt (70:30) 66-71

As fragGes foram monitorados por CCD (eluente Hex:AcOEt, revelador sulfato cérico)
e comparadas com o padrdo de licnofolida. As fragbes com perfis cromatograficos
semelhantes foram agrupadas. As fragcdes 37-59 demonstraram conter a licnofolida por
apresentarem mancha branca, antes do aquecimento a 100°C, e mancha, apos
aquecimento a 100°C, com o mesmo Rf do padrdo, porém, também foram observadas
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outras substancias, indicando que a amostra estava impura. Estas fracfes foram reunidas

e denominadas LT3.

5.1.2.4. Fracionamento cromatografico de LT3

LT3 (6,7 g) foi submetido a fracionamento cromatografico de silica gel utilizando

como eluentes misturas de hexano e acetato de etila em polaridade crescente.

Tabela 3. Fracionamento cromatografico de LT3.

Eluente Fracdes
Hexano 100% 1-7
Hex:AcOEt (95:5) 8-14
Hex:AcOEt (90:10) 15-26
Hex:AcOEt (85:15) 27-32
Hex:AcOEt (80:20) 33-51
Hex:AcOEt (75:25) 52-75
Hex:AcOEt (70:30) 76-81

As fracdes 39-49 apresentaram-se como um sélido branco e a CCD (eluente
Hex:AcOEt, revelador sulfato cérico) apresentou apenas uma mancha com o mesmo perfil
cromatografico do padréao licnofolida, porém a avaliacdo por CCD utilizando diferentes
eluentes mostrou outras manchas, de coloracao roxa, indicando que a licnofolida ainda nao

estava pura. As fracdes 39-49 foram reunidas e denominadas LT4.

5.1.2.5. Fracionamento cromatografico de LT4

LT4 (3,8 g) foi submetida a fracionamento em cromatografia flash (cromatografia de
meédia presséo) de silica gel.

O eluente para cromatografia flash foi escolhido por avaliacéo de LT4 por CCD com
diferentes proporc¢des de Hex:AcOEt e comparacdo com o padrao da licnofolida. O eluente
mais adequado encontrado foi Hex:AcOEt (80:20).

Do fracionamento cromatografico de LT4 foram obtidas 137 fra¢ces, monitoradas por

CCD, as quais foram reunidas pela semelhanca de perfil cromatografico. As fragbes 47-82
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apresentaram Rf semelhante ao do padrdo de licnofolida. Estas foram reunidas e
denominadas LT5 (2,3 g).

LT5 foi analisada por CCD (revelador sulfato cérico), utilizando diferentes eluentes
[acetona:tolueno (10:90), CHCI3:AcOEt (50:50), CH2Cl2:AcOEt (50:50)] que revelaram
apenas uma mancha de coloracdo marrom de mesmo Rf que o padréo, caracteristica da

licnofolida (Figura 5, pagina 17).

Padrao LTS5
licnofolida

Figura 5. CCD do padrao de licnofolida e de LT5 utilizando como eluente
CHCI3:AcOEt (50:50) e revelada com sulfato cérico.

A analise do ponto de fusdo de LT5 mostrou uma faixa de fusdo de 125,4-129,2 °C,
préximo ao descrito pela literatura (128-129 °C) para licnofolida. Porém, a ampla faixa de

fusdo sugere que a amostra ainda ndo se encontrava pura.

5.1.2.6. Fracionamento cromatografico de LT5

LT5 (2,3 g) foi submetida a fracionamento em cromatografia flash no aparelho Isolera
— Biotage, que € um sistema automatizado de purificacdo. Utilizou-se coluna de fase normal

(Biotage Snap Cartridge KP Sil 100 g) e foi feita eluicdo gradiente com hexano e acetato de
17



etila em polaridades crescentes. 46 fracfes originadas desse processo foram analisadas
por CCD (revelador sulfato cérico) e as fragcbes 34-38, denominadas LT6, mostraram
manchas marrom de mesmo Rf que o padrdo de licnofolida. Porém, ao revelar a placa de
CCD com anisaldeido sulfarico, outras manchas também apareceram, sugerindo que a

amostra nao estava pura.

5.1.2.7. Fracionamento cromatogréafico de LT6

LT6 (fracBes 34-38 de LT5, 1,7 g) foi submetida a fracionamento em cromatografia

de coluna utilizando a silica flash, utilizando o eluente em polaridades crescentes.

Tabela 4. Fracionamento cromatografico de LT6.

Eluente Fracdes
Hexano 100% 1-3
Hex:AcOEt (98:2) 4-10
Hex:AcOEt (95:5) 11-22
Hex:AcOEt (90:10) 23-53
Hex:AcOEt (85:15) 54-75
Hex:AcOEt (80:20) 76-82
Hex:AcOEt (75:25) 82-91

As fracbes foram monitoradas por CCD em comparac¢ao com o padrao (reveladores sulfato
cérico e anisaldeido sulftrico) e as fracdes 62-64 (sélido branco, 317 mg) foram reunidas
(LT7) pois observou-se apenas uma mancha semelhante ao do padrédo, sugerindo que a
amostra pode ser a licnofolida. LT7 foi submetida a andlise por ressonancia magnética

nuclear para confirmacao da suspeita dessa amostra ser a licnofolida.

5.2. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de LT7 foram obtidos no
espectrofotometro Bruker 400 MHz do Laboratério Multiusuario do PPG CiPharma na

Universidade Federal de Ouro Preto. O cloroformio deuterado (CDCls) foi usado como

solvente e tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. As constantes de acoplamento
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(J) foram calculadas em Hertz (Hz) a partir dos sinais e os deslocamentos quimicos () em
partes por milhdo (ppm) e estes foram comparados com os dados da literatura.

No espectro de RMN de 'H de LT7 (Figura 6, pagina 20) foi observado um simpleto
em 0 5,71, referente ao H-2, caracteristico do grupo furanona da licnofolida (Figura 8,
pagina 21). Apresentou também um dupleto em & 6,22 (J = 3,2 Hz) referente ao hidrogénio
H-13a (Figura 7, pagina 21) e outro dupleto em & 5,44 (J = 2,8 Hz) referente ao hidrogénio
H-13b (Figura 8, pagina 21). Estes dupletos indicaram a presenca da ligacdo dupla
metileno exociclica conjugada a carbonila da y-lactona (YOSHIOKA et al., 1973). Os sinais
de H-13a e H-13b mostraram acoplamento com o sinal multipleto de H-7 (& 3,71) (Figura
10, pagina 22). O multipleto em & 5,30 foi atribuido ao H-6 (Figura 8, pagina 21), que
mostrou, pelo mapa de contornos COSY 'H-'H (Figura 14, pagina 24; Figura 15, pagina
25), relagdo com os hidrogénios H-5 (6 6,01 q; J = 3,2; 1,6 Hz) (Figura 7, pagina 21), H-7
(6 3,71 m) (Figura 10, pagina 22) e H-15 (6 2,08 t; J = 2,0; 4,0 Hz) (Figura 12, pagina 23).
Os deslocamentos quimicos em & 6,08 (H-3’ dqg; J = 7,2; 1,6 Hz) (Figura 7, pagina 21), &
1,88 (H-4'dqg; J=7,2; 1,6 Hz) (Figura 12, pagina 23) e & 1,78 (H-5" m) (Figura 13, pagina
24) mostram a presenca do grupo éster angelato, comuns em furanoeliangolidas
(BOHLMANN et al., 1980). O duplo tripleto em & 4,53 atribuido ao H-8 (J = 2,4; 12,0; 2,0
Hz) (Figura 9, pagina 22), referente aos acoplamentos com H-9a (6 2,48 dd; J = 12,0; 13,6
Hz), H-9b (6 2,30 dd; J = 2,0; 14,0 Hz) (Figura 11, pagina 23) e H-7 (6 3,71 m) (Figura 16,
pagina 26). O simpleto em & 1,53 foi atribuido ao H-14 (Figura 13, pagina 24).

No espectro de RMN de *3C (Figura 19, pagina 29) foram identificados sinais em &
204,71 (C1,C=0),05 104,75 (C2, =CH) e 0 186,95 (C3, =C-O) referentes ao grupo furanona.
O deslocamento quimico em & 168,96 foi atribuido ao carbono carbonilico C12 da y-lactona.
Os sinais em & 133,70 (C11) e 124,32 (C13) séao referentes a ligacdo dupla metileno
exociclica presente na lactona sesquiterpénica licnofolida. Foi possivel identificar os
carbonos ligados a hidrogénios no espectro DEPT (Figura 20, pagina 29) e seus
respectivos hidrogénios no mapa de contornos HSQC (Figuras 21 a 25, paginas 30 a 33)
e HMBC (Figuras 26 a 30, paginas 34 a 36). Os demais deslocamentos quimicos também
estdo de acordo com os dados da literatura para esta substancia (VICHNEWISK et al.,
1989).
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Tabela 5. Dados de RMN de H de LT7 (400 MHz) e de licnofolida (270 MHz, BOHLMANN
et al., 1980) em CDCls, & (ppm), J (Hz).

H Licnofolida LT7

H-2 5,72;s 571;s

H-5 6,02 ; dq (3,0; 1,7) 6,01;q(3,2;1,6)
H-6 5,30 ; ddq (3,0; 5,0; 2,7) 530;m

H-7 3,72 ; dddd (2,5; 3,2; 2,8) 3,71; m

H-8 4,54 ; ddd (2,5; 12,0; 2,0) 4,53 ;dt (2,4; 12,0; 2,0)
H-9a 2,49 ; dd (12,0; 14,0) 2,48 ; dd (12,0; 13,6)
H-9b 2,32 :dd (2,0; 14,0) 2,30 ; dd (2,0; 14,0)
H-13a 6,23 ;d (3,2) 6,22 ;d (3,2)
H-13b 5,44 :d (2,8) 5,44 :d (2,8)
H-14 154 ;s 153;s

H-15 2,09 ;dd (1,7; 2,7) 2,08 ;1t(2,0;4,0)
H-3’ 6,09; qq (7,0; 1,5) 6,08 ; dq (7,2; 1,6)
H-4’ 1,90, dq (7,0; 1,5) 1,88;dq (7,2; 1,6)
H-5’ 1,80 ;dqg (1,5; 1,5) 1,78 ;m
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Figura 6. Espectro de RMN de 'H de LT7 (CDCls, 400 MHZz).
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Tabela 6. Dados de & (ppm) do RMN de *3C de licnofolida a 100 MHz em CDCls
(VICHNEWISK et al., 1989), e LT7 a 100 MHz em CDCls.

Cn Licnofolida LT7
C1l 204,71 204,91
C2 104,69 104,75
C3 186,83 186,95
C4 130,44 130,33
C5 135,12 135,03
Co6 81,61 81,72
Cc7 51,23 51,16
C8 73,00 72,99
C9 44,04 44,03
C10 89,64 89,72
C11 133,84 133,70
C12 168,02 168,96
C13 124,10 124,32
Cl14 20,65 20,70
C15 20,22 20,36
c1 167,00 167,09
c2 126,51 126,38
Cc3 140,54 140,83
c4 19,93 20,05

C5’ 15,61 15,73
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6. AVALIACAO IN VIVO DA ATIVIDADE ANTI-HIPERURICEMICA: ATIVIDADE
URICOSURICA E DE INIBICAO DA XANTINA OXIDASE

6.1. MATERIAL E METODOS

6.1.1. Reagentes, solventes, medicamentos e equipamentos

Os seguintes reagentes e solventes foram usados: oxonato de potassio (Sigma-
Aldrich), acido urico (Sigma-Aldrich), solucao de soro fisiolégico 0,9% (salina) (Sequiplex),
etanol P. A. (Quemis), tween 80 U.S.P. (Synth), agua destilada, DMSO - dimetilsulféxido
(Vetec), acico cloridrico P.A. (Chomoline), fosfato de potassio monobasico (Vetec), fosfato
de sédio dibasico (Vetec), fosfato de sédio dibasico heptahidratado (Vetec), acido fosférico
85% P.A. (Vetec), coumassie brilliant blue G-250 (USB). Os medicamentos veterinarios
ketamina (Dopalen injetavel, Ceva Santé Animale) e xilazina (Dopaser injetavel, Hertape
Calier) e os farmacos benzbromarona (Sigma-Aldrich), probenecida (Sigma-Aldrich) e
alopurinol (Sigma-Aldrich).

Para o doseamento do acido urico foi usado o kit de &cido Urico monorreagente
adquirido pela Bioclin (Brasil). Seringas de 1 mL (BD Plastipak) e agulhas hipodérmicas (BD
Precision Glide) foram usadas para administracado das solugfes, tratamentos e anestesia
aos ratos. O espectrofotdmetro UV-visivel Cary 50 Bio Varian — Australia — e cubetas de
guartzo (10x10 mm, 3500 pL; 10x10 mm, 600 pL) empregados nas leituras das
absorbancias. Utilizou-se também a centrifuga Sigma Laboratory Centrifuges 3K30 —
Alemanha, e a centrifuga Microcen 16 da Herolab. Os materiais bioldgicos coletados foram
armazenados no freezer Brastemp Flex a -20°C e no freezer a -80°C. Foram utilizados
também lavadora ultra-sénica Unique, balancas Shimadzu e Quimis, vortex Motion Il (Logen
Scientific) e pHmetro Digimed DM20.

6.2. Preparo das solucbes

6.2.1. Solucédo de oxonato de potassio

A suspensdao de oxonato de potéassio foi preparada (200 mg/kg) no dia do uso, diluida

em 0,5 mL de salina para cada animal e homogeneizada com auxilio do aparelho vortex.

6.2.2. Solucéo de acido urico
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A suspensdao de acido urico (1 g/kg) foi preparada no dia do uso e diluida em 1 mL
de agua destilada para cada animal, sendo homogeneizada com auxilio do aparelho de

vortex.

6.2.3. Benzbromarona, Probenecida e Alopurinol

As solucdes dos farmacos benzbromarona (10 mg/kg), probenecida (50 mg/kg) e
alopurinol (10 mg/kg), usados nos grupos controle positivo foram diluidos no veiculo
Etanol:Tween 80:Agua destilada (10:20:70) e homogeneizados com auxilio do aparelho de

vortex.

6.2.4. Licnofolida, Eremantolida C e Goiazensolida

As lactonas sesquiterpénicas foram preparadas nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/kg,
diluidas no veiculo DMSO:Tween 80:Agua destilada (10:10:80), homogeneizadas com

auxilio do aparelho de vértex.

6.2.5. Tampéao Fosfato 50 mM

As seguintes solucdes foram preparadas:
- Solucéo A: 27,8 g de fosfato de s6dio monobasico foram diluidos em 1 L de agua destilada.
- Solucédo B: 53,65 g de fosfato de sddio dibasico heptahidratado foram diluidos em 1 L de
agua destilada.

Posteriormente, 95 mL da solucdo A foram vertidos em 405 mL da solugdo B em
baldo volumétrico de 1000 mL, completando-se o volume com agua destilada. O pH 7,4
aferido por pHmetro.

6.2.6. Reagente de Bradford

Foram pesados 100 mg de Coumassie Blue G-250, vertido para baldao volumétrico
de 1000 mL, diluido em 50 mL de etanol 95% e 100 mL de acido fosférico 85%. O volume
do balédo foi aferido com agua destilada, obtendo-se o reagente na concentragéo final de

0,01% p/v de Coumassie Blue G-250, 4,7% p/v de etanol de 8,5% p/v de acido fosforico.

38



6.2.7. Solucéo de oxonato de potassio 1 mM

100 mg de oxonato de potassio foram adicionados a 500 mL do tampéo fosfato 50

mM, obtendo a concentracao final de 1 mM de oxonato de potassio.

6.2.8. Solugéo de xantina 250 uM

4 mg de xantina foram adicionados a 100 mL de tampé&o fosfato de potassio 50 mM,

obtendo a concentracao final de 250 uM de xantina.

6.2.9. HCI 0,6 M

49,73 mL de acido cloridrico (P.M. 36,5, pureza 37%, densidade 1,19 g/mL) foram
adicionados a um baldo volumétrico de 1000 mL e o volume aferido com agua destilada,
obtendo a concentracao final de HCI 0,6 M.

6.3. Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos em idade adulta pesando entre 180-280
gramas, provenientes do Biotério Central da UFOP. Os animais foram mantidos no biotério
durante os experimentos, respeitando o ciclo 12/12h claro/escuro. O protocolo experimental
foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animal da UFOP (CEUA-UFOP) — protocolo
2016/54.

6.4. Avaliacado da atividade anti-hiperuricémica

Para avaliar a atividade anti-hiperuricémica (uricosurica e de inibicdo da xantina
oxidase) de licnofolida, eremantolida C e goiazensolida, foi empregado o modelo animal de
hiperuricemia induzida pelo inibidor da uricase, oxonato de potassio e acido urico, descrito
por Murugaiyah e Chan (2009) (Figura 31, pagina 41). Os animais foram privados de agua
e alimento durante a noite anterior ao experimento. No dia do experimento, 0s animais
receberam uma injecao intraperitoneal (i.p.) de oxonato de potassio (0,5 mL), na dose de
200 mg/kg e o acido urico (1 mL) por gavagem (i.g.), na dose de 1 g/kg, promovendo assim

a hiperuricemia. Os animais do grupo 1, controle normal, receberam apenas salina i.p. e

39



agua por gavagem. 30 minutos apés, 0s animais receberam os tratamentos (0,2 mL), de
acordo com a seguinte divisdo dos grupos, de 6 animais cada.

Tratamentos:

- Grupo 1: Controle normal: veiculo [DMSO:Tween 80:Agua destilada (10:10:80)].

- Grupo 2: Controle hiperuricémico: veiculo [DMSO:Tween 80:Agua destilada

(10:10:80)].

- Grupo 3: Controle positivo: benzbromarona 10 mg/kg.

- Grupo 4: Controle positivo: probenecida 50 mg/kg.

- Grupo 5: Controle positivo: alopurinol 10 mg/kg.

- Grupo 6: Licnofolida 2,5 mg/kg.

- Grupo 7: Licnofolida 5 mg/kg.

- Grupo 8: Licnofolida 10 mg/kg.

- Grupo 9: Eremantolida C 2,5 mg/kg.

- Grupo 10: Eremantolida C 5 mg/kg.

- Grupo 11: Eremantolida C 10 mg/kg.

- Grupo 12: Goiazensolida 2,5 mg/kg.

- Grupo 13: Goiazensolida 5 mg/kg.

- Grupo 14: Goiazensolida 10 mg/kg.

Os animais foram colocados em gaiolas metabdlicas e foram fornecidos 100 mL de
agua. Apos 5 horas na gaiola metabdlica, a urina foi coletada em tubos graduados para
medida do volume urinario e dosagem do &cido Urico. A urina foi armazenada a - 20°C até
a realizacdo das analises. A ingestdo de agua pelos animais também foi medida durante o
tempo permanecido nas gaiolas metabdlicas.

Os ratos foram entdo anestesiados com uma associacao de ketamina e xilazina em
dose letal (240 e 60 mg/kg, respectivamente), administrada por via intraperitoneal. Apés a
eutanasia dos animais por superdosagem de anestésicos, amostras de sangue foram
coletadas pela aorta abdominal, mantidas a temperatura ambiente até a centrifugacéo a
30000 xg por 15 minutos, sendo descartado o precipitado. O sobrenadante foi centrifugado
mais uma vez a 30000 xg por 15 minutos e o precipitado novamente descartado. Os soros
foram armazenados a -20°C para posterior analise. Uma parte dos figados (3,0 g) foi entéo
removida, pesada e armazenada a -80°C separadamente em tubos de ensaio. A partir das
amostras de soro foi realizada a determinacdo dos niveis séricos de acido urico utilizando
o kit Bioclin, seguindo as instru¢des do fabricante. Os niveis de acido urico excretados na

urina também foram dosados utilizando o mesmo kit da Bioclin.
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6.5. Avaliacdo da atividade de inibicdo da xantina oxidase

Os figados foram descongelados, homogeneizados com o homogeneizador de
orgaos, misturados com 5 mL da solucdo tampdao fosfato 50 mM e centrifugados por 10
minutos a 3000 xg, a 4°C. As camadas lipidicas sobrenadantes foram descartadas e 0s
sobrenadantes intermediarios foram centrifugados por uma hora a 10000 xg, a 4°C. As
camadas lipidicas foram novamente retiradas e o intermediario pipetado obtendo assim os
homogenatos dos figados. Os homogenatos foram utilizados para a quantificacdo das

proteinas totais e para avaliar a atividade residual da xantina oxidase hepatica.

Animais OPip./AUig. . salina i.p. / Asua i.g.
hiperuricémicos h . - Ratos W'Sm; machos b B, Animais normais
n =
30 min
30 min 30 min . S
o — -C‘l.l"eiculn ip. O
e AN b A —_—
(_Veiculoip. (_ Tratamentos i.p. )
e T |
" Controle normal
= Goiazensolida Grupo 1
Controle Benzbromarona 2.5,5, 10 mg/kg
hiperuricémico 10 mg/kg Grupos 12,13 e 14
Grupo 2 Grupo 3
i)
¥ P Y Eremantolida C
Probenecida Alopurinol Licnofolida 2.5, 5, 10 mg/kg
50 mg/kg 10 me/kg 2.5,5, 10 mg/kg| \Grupos 9,10 e 11
Grupo 4 Grupo 5 Grupos b, 7e8

Apdas, os animais de todos os grupos foram colocados em gaiolas metabolicas.
Depois de 5 horas:

* (Coleta da urina e sangue da aorta abdominal -> dosagem de acido urico

*  (Coleta do figado -> dosagem da atividade de XOD residual

Figura 31. Esquema da avaliagdo da atividade anti-hiperuricémica, uricosurica e de
inibicdo da xantina oxidase hepatica (XOD) das lactonas sesquiterpénicas.

OP = Oxonato de potassio; AU = Acido Urico; i.p. = intraperitoneal; i.g. = intragastrica
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6.5.1. Dosagem de proteinas totais

O doseamento das proteinas totais de cada amostra foi feito de acordo com o método
de Bradford (1976). O espectrofotdmetro foi ajustado para realizar a leitura a 595 nm e o
tampao fosfato 50 mM foi usado para zerar o equipamento. O branco foi preparado com 5
mL do reagente de Bradford adicionados a 100 pL de tampédo fosfato 50 mM,
homogeneizados em aparelho de vortex. As amostras foram preparadas com 5 mL do
reagente de Bradford adicionados a 100 uL do homogenato, homogeneizados em aparelho

de vértex. A leitura das absorbancias foi feita no espectrofotometro apés 2 minutos.

6.5.2. Avaliacdo da atividade residual da xantina oxidase hepatica

A atividade residual da xantina oxidase hepéatica foi determinada
espectrofometricamente, monitorando a sintese de acido Urico a partir da xantina, de acordo
com o método descrito por Hall e colaboradores (1990), por Zhu e colaboradores (2004) e
por Ferrari e colaboradores (2016). 100 pL de cada homogenato dos figados foram
adicionados a tubos de ensaio com 5,4 mL da solucédo de oxonato de potassio 1 mM, para
impedir a reacdo de conversdo do &cido Urico a alantoina. A solucdo foi pré-incubada a
37°C por 15 minutos. Apos este periodo, adicionou-se 1,2 mL da solucdo de xantina (250
mM) e incubou-se por 30 minutos a 37°C. Nos tempos 0 e 30 minutos apds o inicio da
reacao, adicionou-se 0,5 mL de HCI 0,6 M a fim de cessar a reacdo. ApGs interromper a
reacdo, as solugdes foram centrifugadas a 3000 xg por 5 minutos e 0s sobrenadantes
coletados para leitura da absorbéncia no espectrofotometro a 295 nm. O espectrofotbmetro
foi zerado com a solucdo de oxonato de potassio 1 mM. A quantificacdo do &cido Urico
formado foi feita pela diferenca entre os valores das absorbancias nos tempos 0 e 30
minutos que foi comparada com a curva de calibracdo (Equacéo da reta: y = 1,6629x —
0,0045 ; R?=0,998) (Figura 32, pagina 43).

Com os valores das proteinas totais, foi possivel expressar a atividade residual da
xantina oxidase como nanomoles de &cido urico formados por minuto por miligrama de

proteina.
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Figura 32. Curva de calibracdo do acido urico.

6.6. Analise estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi feita utilizando o software GraphPad Prism
versao 6.01 (EUA). A analise da variancia foi determinada pela anélise One-way (ANOVA)
seguida do teste de Dunnett e teste T de Student. Os valores de P < 0,05 foram

considerados estatisticamente significantes.

6.7. Resultados

6.7.1. Dosagem do acido Urico sérico

A concentracdo de acido urico do grupo controle hiperuricémico foi de 8,85 mg/dL,
significativamente maior que a dosagem no grupo normal (2,87 mg/dL), provando que o
modelo foi eficaz no aumento dos niveis de &cido Urico no sangue. O alopurinol, inibidor da
xantina oxidase, foi administrado ao grupo controle positivo e promoveu a reducédo dos
niveis séricos de acido urico para 2,27 (mg/dL). Os animais tratados com a benzbromarona
apresentaram concentracdo de acido urico de 4,47 mg/dL e o grupo tratado com a
probenecida apresentou niveis séricos de acido urico de 5,77 mg/dL. Todos 0s grupos
tratados com doses de 5 e 10 mg/kg das lactonas sesquiterpénicas demonstraram uma
diminuic&o nos niveis séricos de &cido urico, como indicado na Tabela 7 (pagina 45) e na
Figura 33 (pagina 44). Licnofolida, na dose de 5 mg/dL, promoveu a reducdo nos niveis
séricos de acido Urico para 3,93 mg/dL e na dose de 10 mg/dL reduziu a 3,92 mg/mL.
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Eremantolida C, nas doses de 5 e 10 mg/kg, promoveu a reduc¢ao da concentragéo do acido
arico no sangue a 3,82 e 3,27 mg/dL, respectivamente. A goiazensolida nas doses de 5 e
10 mg/kg reduziu os niveis para 5,29 e 5,95 mg/dL, respectivamente.

@ Controle Hiperuricémico
Controle Normal
Alopurinol

Probenecida
Benzbromarona
Goiazensolida
Licnofolida
Eremantolida C

Acido Urico Sérico
(mg/dL)

r

ERERNEDC

10 50 10 25 5 10 25 5 10 25 5 10

Doses (mg/kg)

Figura 33. Concentracfes séricas de acido urico em ratos hiperuricémicos apds o0s
tratamentos com as lactonas sesquiterpénicas, alopurinol, probenecida e benzbromarona.
#P < 0,0001 vs. grupo controle normal; * P < 0,05 vs. grupo controle hiperuricémico; ™ P <

*kk

0,01 vs. grupo controle hiperuricémico; ™ P < 0,001 vs. grupo controle hiperuricémico; “ P
< 0,0001 vs. grupo controle hiperuricémico. (n=6, One-way ANOVA seguido do teste de

Dunnet).

6.7.2. Excrecao de &cido urico

A excrec¢do de &cido arico foi expressa em mg/kg em 5 horas (Figura 34, pagina 46).
A excrec¢do nos animais dos grupos controle positivo tratados com os farmacos uricosuricos
benzbromarona e probenecida foi de 22,93 mg/kg e 24,59 mg/kg, respectivamente.
Licnofolida e goiazensolida, na dose de 5 mg/kg, promoveram aumento na excrecédo do
acido urico (Tabela 7, pagina 45). Na dose de 5 mg/kg, eremantolida C elevou a excrecao
de acido urico para 21,72 mg/kg. Na dose de 10 mg/kg, goiazensolida, licnofolida e
eremantolida C induziram a excre¢do de acido Urico de, respectivamente, 20,93; 20,89 e
22,79 mg/kg. Nao houve aumento de excrecdo de acido Urico nos ratos tratados com as

lactonas sesquiterpénicas na dose de 2,5 mg/kg em relacéo ao grupo hiperuricémico.
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Tabela 7. Efeitos das lactonas sesquiterpénicas e dos controles positivos: benzbromarona,
probenecida e alopurinol na ingestédo de 4gua, excrecao de urina, excre¢do de 4cido Urico

e concentragdo seérica de acido Urico em ratos hiperuricémicos.

Grupo Dose Ingestdo  Volume Excrecdo  Acido urico
(mg/kg) deéagua deurina de acido Sérico
(mL £ (mL % arico (mg/dL =
e.p.m.) e.p.m.) (mg/(kg 5h) e.p.m.)
+e.p.m.)
Controle normal - 57+ 5,62 + 2,68 + 2,87 +
2,473 1,550 0,416 0,376"
Controle - 6,83 + 7,58 + 6,03 + 8,85 +
hiperuricémico 0,830 0,398 1,849 2,2814
Benzbromarona 10 6,10 + 6,16 + 25,33 + 4,47 +
1,194 1,042 12,9179f 1,350f
Probenecida 50 6,00 £ 7,50 + 27,29 + 577+
1,527 2,588 12,3109%9 1,509f
Alopurinol 10 4,82 + 8,60 + 17,22 + 2,27
3,021 0,894 6,2692 0,513"
Goiazensolida 2,5 6,83 + 5,57 + 17,06 + 6,22 +
1,213 2,491 6,1042 2,067
Goiazensolida 5 3,37 7,50 + 33,86 5,29 +
2,310 2,363 8,4544h 1,455¢
Goiazensolida 10 6,33 + 4,33 + 20,93 + 5,61+
2,478 2,640 5,367P¢ 0,962¢
Licnofolida 2,5 4,92 + 533+ 16,66 + 597+
1,426 1,599 2,8562 3,744
Licnofolida 5 3,67 9,67 + 33,93 + 3,93 +
2,285 3,350 7,578dh 1,911f
Licnofolida 10 5,50 + 4,83 + 20,89 + 3,92 +
3,819 2,034 6,589¢¢ 1,2769
Eremantolida C 2,5 6,50 + 6,67 + 16,93 + 573 %
2,500 3,197 8,1712 0,808
Eremantolida C 5 3,33+ 6,17 + 21,72 + 3,82+
1,886 0,898 2,153¢¢ 2,410
Eremantolida C 10 3,95 + 6,00 + 22,79 + 3,27
0,883 1,155 9,352¢f 0,432"

ap < 0,05 vs. Grupo controle normal; ® P < 0,01 vs. Grupo controle normal; ¢ P < 0,001 vs.
Grupo controle normal; ¢ P < 0,0001 vs. Grupo controle normal, P < 0,05 vs. Grupo controle
hiperuricémico; P < 0,01 vs. Grupo controle hiperuricémico; ¢ P < 0,001 vs. Grupo controle
hiperuricémico; " P < 0,0001 vs. Grupo controle hiperuricémico. (n=6, One-way ANOVA

seguido do teste de Dunnet).
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Figura 34. Excrecdo de acido urico apds o tratamento de ratos hiperuricémicos com as
lactonas sesquiterpénicas em diferentes doses e com o0s controles positivos usados
clinicamente, probenecida e benzbromarona. * P < 0,05 vs. grupo controle normal; “ P <

*k%k

0,01 vs. grupo controle normal; ™ P < 0,001 vs. grupo controle normal; ™ P < 0,0001 vs.
grupo controle normal; # P < 0,05 vs. grupo controle hiperuricémico; *# P < 0,01 vs. grupo
controle hiperuricémico; ## P < 0,001 vs. grupo controle hiperuricémico; ## P < 0,0001 vs.

grupo controle hiperuricémico. (n=6, One-way ANOVA seguido do teste de Dunnet).

6.7.3. Inibicdo da xantina oxidase

Alopurinol, inibidor de xantina oxidase hepatica utilizado clinicamente, promoveu
uma inibicdo da xantina oxidase de 72,81% em relagéo ao grupo controle hiperuricémico.
Goiazensolida e licnofolida promoveram a inibicdo da xantina oxidase hepatica de 36,26%
e 28,31%, respectivamente, apenas na dose de 10 mg/kg. Nas doses de 5 e 10 mg/kg,
eremantolida C foi capaz de inibir a atividade da xantina oxidase hepatica em 29,56 e
31,95%, respectivamente. Nenhuma das lactonas sesquiterpénicas promoveu a inibicéo da
XOD na dose de 2,5 mg/kg. Na dose de 5 mg/kg, goiazensolida e licnofolida ndo foram

capazes de inibir a XOD (Tabela 8, pagina 47).
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Tabela 8. Efeitos das lactonas sesquiterpénicas e do alopurinol sobre a atividade da xantina

oxidase hepética em ratos hiperuricémicos.

Grupo Dose Atividade da xantina Inibicdo
(mg/kQ) oxidase (nmol/min/mg (%)
proteina + e.p.m.)
Controle normal - 10,89 + 1,033 -
Controle - 18,97 + 2,696 -
hiperuricémico
Alopurinol 10 5,16 + 1,002°¢ 72,81
Goiazensolida 2,5 21,95 + 3,438 -
Goiazensolida 5 19,67 + 1,909 -
Goiazensolida 10 12,09 + 2,174b 36,26
Licnofolida 2,5 22,03 + 2,146 -
Licnofolida 5 20,36 £ 2,559 -
Licnofolida 10 13,60 + 2,748% 28,31
Eremantolida C 2,5 19,56 + 2,922 -
Eremantolida C 5 13,36 + 2,2302 29,56
Eremantolida C 10 12,91 + 2,016% 31,95

a p < 0,05 vs. grupo controle hiperuricémico; ® P < 0,01 vs. grupo controle hiperuricémico;
¢ P <0,0001 vs. grupo controle hiperuricémico. (n=6, One-way ANOVA seguido do teste de

Dunnet).
6.8. Discussao

Espécies no género Lychnophora, conhecidas como arnica brasileira, séo utilizadas
pela populacdo no tratamento de inflamacdes, dor, feridas e reumatismo (SAUDE et al.,
1998). Além disso, diversas atividades farmacoldgicas de compostos isolados destas
plantas ja foram relatadas. O estudo realizado por De Souza e colaboradores (2012),
demonstrou a atividade anti-hiperuricémica das lactonas sesquiterpénicas eremantolida C
e licnofolida, isoladas de Lychnophora trichocarpha. Estas mesmas lactonas tambéem
apresentaram atividade anti-inflamatéria (FERRARI et al., 2013), antitumoral (SAUDE-
GUIMARAES et al., 2014) e antibacteriana (SAUDE et al., 2002). Ugoline e colaboradores
demonstraram que a goiazensolida, isolada de L. passerina, apresentou atividade anti-
inflamatoria e anti-hiperuricémica pela inibicdo da xantina oxidase hepatica. Entretanto, o

mecanismo da atividade anti-hiperuricémica destas lactonas néo foi totalmente elucidado
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nestes estudos, tendo em vista que ha dois possiveis mecanismos para tal acéo: inibicao
da xantina oxidase e aumento da excrecdo de acido Urico. Sendo assim, o objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos de licnofolida, eremantolida C e goiazensolida sobre a
hiperuricemia, em doses menores em relacdo aos estudos realizados anteriormente, e
elucidar os mecanismos de acdo hiporuricémico: inibicdo da sintese e/ou aumento na
excrecdo do acido urico.

A busca por novos medicamentos para o tratamento da hiperuricemia e da gota é
constante. Atualmente, os AINES sédo usados para o tratamento da inflamacédo causada
pelo deposito do acido urico nas articulagbes (BILLY et al., 2018). Inibidores de xantina
oxidase (alopurinol e febuxostat) e agentes uricosuricos (benzbromarona e probenecida)
sdo usados como anti-hiperuricémicos principalmente na fase cronica, a fim de evitar as
crises agudas e outras complicacbes (KYDD et al., 2013). Nenhum dos medicamentos
disponiveis no mercado trata a hiperuricemia e a inflamacdo concomitantemente, além de
apresentarem efeitos adversos severos (KONG et al., 2000; AHMED et al., 2016).

Produtos naturais sdo uma alternativa para o tratamento de diversas doencas,
incluindo a gota. As lactonas sesquiterpénicas avaliadas no presente estudo foram capazes
de diminuir os niveis séricos de acido Urico em ratos hiperuricémicos, quando usadas nas
doses de 5 e 10 mg/kg.

No estudo previamente realizado por De Souza e colaboradores (2012), licnofolida
e eremantolida C foram avaliadas em modelo animal de hiperuricemia induzida por oxonato
de potassio em camundongos Swiss, na dose de 25 mg/kg, e promoveram a diminuicao
significativa nos niveis séricos de acido urico. Porém, ndo demonstraram atividade sobre a
inibicdo da xantina oxidase hepética e o efeito uricosurico nédo foi avaliado. No presente
estudo, os tratamentos com licnofolida e eremantolida C na dose de 10 mg/kg foram
capazes de reduzir os niveis séricos de acido Urico em ratos Wistar hiperuricémicos, de
inibir efetivamente a atividade da xantina oxidase hepéatica, além de promover expressiva
acdo uricosurica, evidenciando que nesta dose, ambas as lactonas sesquiterpénica
exerceram o efeito anti-hiperuricémico pelos dois mecanismos de acdo. Além disso, na
dose de 5 mg/kg, eremantolida C apresentou resposta uricosurica e de inibicdo da xantina
oxidase hepatica sem diferenca significativa de quando administrada na dose de 10 mg/kg
(teste t de Student). Licnofolida, na dose de 5 mg/kg, ndo inibiu a xantina oxidase hepatica,
porém sua agao uricosurica nessa dose foi ainda maior que a apresentada pelos farmacos
de referéncia benzbromarona e probenecida. A excre¢do de &cido Urico promovida pela
licnofolida foi significativamente maior na dose de 5 mg/kg quando comparada a dose de

10 mg/kg (P < 0,01; teste t de Student). Licnofolida e eremantolida C promoveram a redugao
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dos niveis de &cido urico sanguineo a niveis semelhantes ao grupo controle normal, fato
importante de ser notado pois a reducdo excessiva desses niveis pode causar efeitos
indesejaveis, ja que o &cido urico é responsavel por exercer atividade antioxidante e
proteger o DNA de danos causados por radicais livres (MURAOKA e MIURA, 2003).
Ugoline e colaboradoes (2017) mostraram que a goiazensolida administrada a
camundongos Swiss hiperuricémicos, na dose de 10 mg/kg, possui agdo anti-
hiperuricémica pela inibicdo da xantina oxidase hepatica (63,83%). Neste estudo, a
goiazendolida nas doses de 5 e 10 mg/kg também promoveu a diminuicdo dos niveis
séricos de acido urico em ratos hiperuricémicos. Na dose de 5 mg/kg ndo houve inibicdo da
xantina oxidase hepéatica, mas houve expressiva acdo uricosurica. Nesta dose,
goiazensolida foi mais eficaz que os farmacos usados clinicamente, benzbromarona e
probenecida. Na dose de 10 mg/kg, a goiazensolida foi capaz de inibir a xantina oxidase
hepatica em 36,26% e também obteve efeito uricosurico, porém a excrecéo de acido Urico
foi significativamente maior na dose de 5 mg/kg em comparacado com a dose de 10 mg/kg
(P < 0,05; teste t de Student). A inibicdo da xantina oxidase no presente estudo - 36,26% -
foi menor que o resultado obtido por Ugoline e colaboradores (2017) - 63,83% - que pode
ser explicado devido ao modelo experimental, no qual foram usados ratos Wistar e no
estudo anterior foram utilizados camundongos Swiss. Os resultados obtidos dos
tratamentos com a goiazensolida demonstram que na dose de 5 mg/kg, 0 mecanismo
uricosurico € o responsavel pela diminui¢do dos niveis de acido Urico sanguineo, e na dose
de 10 mg/kg, a reducdo ocorreu por ambos 0s mecanismos, inibicdo da xantina oxidase

hepética e acao uricosurica.

7. AVALIACAO IN  VIVO DA ATIVIDADE ANTINOCICEPTIVA,
ANTIOXIDANTE, ANTI-INFLAMATORIA E ANTI-ARTRITE GOTOSA

7.1. MATERIAL E METODOS

7.1.1. Reagentes, solventes, material e equipamentos

Os seguintes reagentes e solventes foram usados: cloreto de sodio (CAAL), fosfato
de sdédio dibasico heptahidratado (Vetec), fosfato de s6dio monobasico (Synth), DMSO —
dimetilsulféxido (Vetec), tween 80 U.S.P. (Synth), agua destilada, fosfato de potassio

monobasico (Synth). Os medicamentos veterinarios ketamina (Dopalen injetavel, Ceva
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Santé Animale) e xilazina (Dopaser injetavel, Hertape Calier) e os farmacos indometacina
(Sigma) e vitamina C (Sigma).

Seringas de 1 mL (BD Plastipak) e agulhas hipodérmicas (BD Precision Glide) foram
usadas para administracdo das solucdes, tratamentos e anestesia aos ratos. O
espectrofotometro UV-visivel Cary 50 Bio Varian — Austrélia — e cubetas de quartzo (10x10
mm, 3500 pL; 10x10 mm, 600 pyL) empregados nas leituras das absorbéancias. Foi usado o
anestesiometro Insight Equipamentos (S&o Paulo, Brasil), o analisador hematologico
veterinario Mindray BC-2800 Vet e o citbmetro de fluxo BD FACSCalibur. Utilizou-se
também a centrifuga Eppendorf Centrifuge 5810 R, lavadora ultra-sénica Unique, balancas

Shimadzu e Quimis, virtex Motion Il (Logen Scientific) e pHmetro Digimed DM20.

7.1.2. Preparo das solucfes

7.1.2.1. Solugéo tampé&o PBS 10x pH 7,2

Cloreto de sédio (82,0 g), fosfato de sédio dibasico heptahidratado (19,83 g) e fosfato
de sédio monobasico (3,55 g) foram adicionados a um baldo volumétrico de 1 L e o volume
foi aferido com &gua destilada. O pH 7,2 foi aferido em pHmetro. A solucao foi armazenada
em geladeira.

7.1.2.2. Solucao tampéao PBS 1x

Uma solugéao tampédo PBS 10x (100 mL) em temperatura ambiente foi adicionada a
baldo volumétrico de 1L e o volume foi completado com agua destilada. A solucéo foi
preparada no dia do uso.

7.1.2.3. Solucao de albumina bovina (BSA) 3% em PBS 1x

Trés gramas de albumina bovina foram adicionados a baldo de 100 mL e o volume

aferido com a solucédo tampéao de PBS 1x.

7.1.2.4. Indometacina e vitamina C

A solucéo do farmaco indometacina foi preparada, na dose de 3 mg/kg, diluida em

5% de Tween 80 e agua destilada. Esta solucao foi utilizada como controle positivo para a
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avaliacdo da atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva. A vitamina C, utilizada como
controle positivo para a avaliagdo da atividade antioxidante, foi preparada na dose de 250
mg/kg por diluigdo em &gua destilada.

7.1.2.5. Licnofolida, eremantolida C e goiazensolida

As lactonas sesquiterpénicas foram preparadas nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/kg por
diluicio no veiculo DMSO:Tween 80:Agua destilada (10:10:80) e homogeneizadas com

auxilio do aparelho de vértex.

7.2. Animais

Para os experimentos foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 machos
em idade adulta pesando entre 20-25 gramas, provenientes do Biotério Central da UFOP.
Os animais foram mantidos no laboratorio multiusuario in vivo do PPG CiPharma durante
0s experimentos, respeitando o ciclo 12/12h claro/escuro. O protocolo experimental foi
aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animal da UFOP (CEUA-UFOP) — protocolo
2016/54.

7.3. Avaliacdo da atividade antinociceptiva: teste de pressao crescente na

pata de camundongos (filamentos de von Frey)

A dor é uma experiéncia que envolve a resposta do sistema nociceptivo induzida por
estimulos mecanicos, térmicos, quimicos, elétricos ou fisiopatolégicos. A resposta pode ser
neurodegenerativa e/ou comportamental, servindo como um alerta na tentativa de proteger
0 organismo contra ameacas, a fim de limitar as potenciais consequéncias. A dor € uma
sensacao subjetiva e individual, sendo assim, a hipernocicepcao pode ser avaliada em
animais por estimulos intensos que ativam fibras neuronais gerando respostas
comportamentais (SHERRINGTON, 1910; LE BARS et al., 2001).

Para avaliar a resposta de hipernocicepcdo dos camundongos frente ao estimulo
nocivo, foi seguido o método descrito por Mdller e colaboradores (1998) e por Cunha e
colaboradores (2004). Visa avaliar a sensibilidade ao estimulo mecéanico realizado por meio
do analgesimetro eletrbnico von Frey, que € um transdutor de pressdo acoplado a um
contador digital de forca representada em gramas. Uma ponteira de polipropileno com 0.5

mm de diametro foi adaptada a ponta do filamento do aparelho para o contato com o animal.
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A forca maxima que o aparelho é capaz de registrar € de 150,0 g, com precisédo de 0,1 g
até a forca de 80,0 g. Os animais foram pesados e divididos em grupos de 6 animais cada.

Em uma sala silenciosa, os camundongos foram colocados nas caixas de acrilico
com divisorias individuais, com assoalho de rede feita de arame ndo maleavel, por tempo
necessario a adaptacao do animal (15-30 minutos) (Figura 35, pagina 53). A pressao na
pata dos animais foi medida no tempo O h (antes da indugéo da inflamacao), aplicando-se
por entre as malhas da rede, uma pressao crescente no centro da pata do animal até que
o mesmo produzisse a resposta de sacudida (“flinch”) (Figura 36, pagina 53). Estes
estimulos foram repetidos por até 6 vezes (por animal) até se obter a média de 3 medidas
similares da resposta “flinch”.

Os animais receberam 0,2 mL dos tratamentos como descrito abaixo, por via
intragastrica (i.g.):

- Grupo 1: Controle normal: recebeu apenas o veiculo.

- Grupo 2: Controle negativo: recebeu apenas o veiculo.

- Grupo 3: Controle positivo: recebeu indometacina 3 mg/kg.

- Grupo 4: recebeu Licnofolida 2,5 mg/kg.

- Grupo 5: recebeu Licnofolida 5 mg/kg.

- Grupo 6: recebeu Licnofolida 10 mg/kg.

- Grupo 7: recebeu Eremantolida C 2,5 mg/kg.

- Grupo 8: recebeu Eremantolida C 5 mg/kg.

- Grupo 9: recebeu Eremantolida C 10 mg/kg.

- Grupo 10: recebeu Goiazensolida 2,5 mg/kg.

- Grupo 11: recebeu Goiazensolida 5 mg/kg.

- Grupo 12: recebeu Goiazensolida 10 mg/kg.

Apés 1 hora da administracdo dos tratamentos, os camundongos foram
anestesiados por via intraperitoneal (i.p.) com a associacdo dos anestésicos
ketamina/xilazina (150/10 mg/kg). Na mesma perna que foi medida a presséo na pata, foi
aplicada uma injecao intra-articular (articulacdo tibiofemoral) de cristais de urato
monossodico (MSU) suspensos em tampao PBS 1x (100 ug em 10 ul) nos animais dos
grupos teste e grupo controle positivo. Os animais dos grupos controle negativo e controle
normal receberam a injecéo intra-articular de 10 uL de tampéo PBS 1x. Depois de 6 horas
da aplicacao das injecdes intra-articulares, os animais foram colocados novamente nas

caixas de acrilico para a medida da presséo na pata no tempo 6h.
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Figura 35. Animais posicionados nas caixas de acrilico para o teste de presséo crescente
na pata.

Fonte: propria.

Figura 36. Teste de presséo crescente na pata de camundongos (von Frey).

Fonte: propria.
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7.4. Avaliacdo da atividade anti-inflamatoria e anti-artrite gotosa

A artrite gotosa foi induzida pela injecéo intra-articular de MSU, segundo o modelo
descrito por Amaral e colaboradores (2012). Ap6s 6 horas da inducdo da inflamacao e ap6s
a medida da hipernocicepg¢éo do tempo 6h, os animais foram eutanasiados pela injecao i.p.
da associacéo de ketamina/xilazina (450/30 mg/kg). A cavidade articular de cada animal foi
lavada duas vezes com 5 ulL da solugao de PBS 1x — 3% de BSA, adicionados a eppendorfs
contendo 90 puL da solucédo de PBS 1x — 3%, totalizando 100 uL de lavado intra-articular. O
tecido periarticular foi removido e congelado a -80°C para posterior andlise. Com o objetivo
de avaliar a resposta inflamatéria na artrite aguda, a migracéo de neutrdfilos e citocinas proé-

inflamatorias (IL-1B e TNF-a) foram avaliadas.

7.4.1. Contagem de neutrofilos

Os eppendorfs contendo os lavados intra-articulares foram homogeneizados (vortex)
e foi feita a contagem total de leucdcitos utilizando o analisador hematolégico veterinario
(Mindray BC-2800 Vet). Utilizou-se de cerca de 10 uL de cada lavado para a realizacéo da
contagem total de leucdcitos. O restante do lavado foi pipetado para tubos de ensaio
separadamente, e usados para a dosagem de neutréfilos no citbmetro de fluxo. O marcador
de neutrdfilos (1 pL) foi diluido em 499 uL de PBS 1x com 10% de soro fetal bovino e 10%
de soro de rato). Apos, foi adicionado 10 uL do marcador diluido a cada tubo de ensaio
contendo o lavado articular. As solugdes nos tubos de ensaio foram homogeneizadas em
vortex e incubadas a temperatura ambiente no escuro por 20 minutos. Foi adicionado 1 mL
de PBS 1x a cada tubo de ensaio e foram entéo centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos
e o0s sobrenadantes descartados, sendo a camada liquida inferior mantida
(aproximadamente 100 plL). As amostras foram entdo analisadas por citbmetro de fluxo

para obtencdo da porcentagem de neutrofilos presentes em cada amostra.

7.4.2. Dosagem da citocina IL-1B

Homogenatos foram preparados com os tecidos periarticulares em 1 mL de tampéo

PBS 1x. A dosagem da citocina pro-inflamatoria IL-1p foi feita com o kit ELISA ABTS padrao
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murino IL-1B (Peprotech), seguindo as orientacbes do fabricante. Foram preparadas e
filtradas a solucdo de lavagem (0,05% de Tween 20 em PBS 1x), solucdo de bloqueio (1%
de BSA em PBS 1x), diluente (0,05% de Tween 20, 0,1% de BSA em PBS 1x), e solucéo
liquida do substrato ABTS (200 uL da solugcéo de ABTS 15 mg/mL e 10 uL de H202 30%
em 10 mL de tampdo citrato pH 4,0). O anticorpo de captura foi diluido em PBS 1x para
uma concentracao de 2,0 ug/mL, sendo imediatamente adicionados 100 uL a cada poco da
placa de ELISA de 96 pocos. A placa foi entdo incubada a 25°C durante a noite (maximo
de 18 horas de incubacao). Os pocos foram lavados com a solucdo de lavagem (4 x 300
uL), adicionados de 300 puL da solucéo de bloqueio por poco e incubados a 25°C por 1 hora.
O procedimento se repetiu por 4 vezes. O padrdo de IL-1p foi diluido gradualmente no
diluente de 4000 pg/mL a zero. A cada poco, em duplicata, foram adicionados
imediatamente100 uL do padréo e da amostra (homogenato do tecido periarticular). A placa
de ELISA foi incubada a 25°C por 2 horas e apds, lavada 4 vezes com a solucdo de
lavagem. O conjugado avidin-HRP foi diluido a 1:2000 em diluente e 100 pL foram
adicionados a cada poco. A placa foi incubada por 30 min a 25°C e apds, 0s pocos lavados
novamente. 100 uL da solugcdo ABTS foram adicionados a cada pogo para iniciar a reagao,
sendo o desenvolvimento da coloragédo monitorado por 50 minutos no leitor de ELISA a 405

nm. A reacéo foi parada com 50 pL de solugéo 1% SDS em agua milli-Q.

7.4.3. Dosagem da citocina TNF-a

A dosagem da citocina pré-inflamatéria TNF-a foi realizada utilizando o kit ELISA
ABTS padréo murino TNF-a (Peprotech), seguindo as orientagbes do fabricante. Utilizou-
se as mesmas solucdes descritas para a dosagem da IL-1B. O anticorpo de captura foi
diluido em PBS 1x para uma concentracao de 2,0 ug/mL, sendo imediatamente adicionados
100 uL a cada poco da placa de ELISA de 96 pocos. A placa foi entdo incubada a 25°C
durante a noite (maximo de 18 horas de incubacéo). Os pogos foram lavados com a solucéo
de lavagem (4 x 300 plL), adicionados de 300 uL da solucédo de bloqueio por poco e
incubados a 25°C por 1 hora. Este procedimento foi realizado por 4 vezes. O padrao de
TNF-a foi diluido gradualmente no diluente de 1000 pg/mL a zero. 100 uL do padrdo e da
amostra (homogenato do tecido periarticular) foram adicionados imediatamente a cada
poco, em duplicata. A placa de ELISA foi incubada a 25°C por 2 horas e apos, lavada 4
vezes com a solugéo de lavagem. O conjugado avidin-HRP foi diluido a 1:2000 em diluente

e 100 puL foram adicionados a cada pogo. A placa foi incubada por 30 min a 25°C e apos,
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0s pogos foram novamente lavados. Para iniciar a reagdo, 100 pL da solucdo de ABTS
foram adicionados a cada poco. O desenvolvimento da coloracdo foi monitorado por 25
minutos no leitor de ELISA a 405 nm. A reacéo foi parada com 50 uL de solucdo 1% SDS

em agua milli-Q.

7.5. Avaliagdo das defesas antioxidantes

O desequilibrio entre a producéo de radicais livres e metabdlitos reativos (agentes
oxidantes) e sua eliminacéo pelos antioxidantes leva ao chamado estresse oxidativo, que
pode levar a lesdo de importantes células e moléculas do organismo (REUTER et al., 2010).
O sistema de defesa antioxidante € capaz de se adaptar ao aumento dos niveis de
oxidantes visando manter o equilibrio oxidante-antioxidante. Este sistema € composto por
enzimas como a superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase, além de outras
moléculas ndo-enzimaticas como albumina, bilirrubina e glutationa. O desequilibrio entre
agentes oxidantes e antioxidantes no organismo pode gerar o estresse oxidativo, que esta
diretamente relacionado a doencas inflamatorias ja que o mesmo pode causar a inflamacéo,
gue por sua vez, induz o estresse oxidativo (SITI et al., 2015). No processo inflamatorio,
mastdcitos e leucocitos sdo recrutados ocasionando um aumento da respiracdo celular,
devido ao aumento da absor¢éo de oxigénio, levando a liberacdo e ao acimulo de ERO no
local. Outros mediadores sdo produzidos, tais como metabdlitos do &cido araquidénico,
citocinas e quimiocinas, que recrutam células inflamatérias levando a producdo de mais
ERO (REUTER et al., 2010). A vitamina E, a glutationa reduzida (GSH) e as enzimas
superoxido dismutase (SOD), catalase, glutationa peroxidase (GPx) participam na linha de
defesa de protecédo aos agentes oxidantes. Como uma segunda via de protecéo, visando
reparar os danos causados, estd o acido ascorbico, a glutationa redutase (GR) e a GPx
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

A enzima SOD pode ser encontrada em trés formas, sendo que todas catalisam a
reacdo de conversdo do anion superéxido em peroxido de hidrogénio. O peréxido de
hidrogénio formado pode entdo ser convertido a 4gua, reacao catalisada pela CAT e pela
GPx. A afinidade do peroxido de hidrogénio é maior pela GPx que pela CAT, portanto,
guanto maior a concentracao intracelular de H202, maior sera a atividade da catalase
(NAUDI et al 2011).

A Figura 37 (pagina 57) mostra a reacdo de conversdo do anion superoxido a
peréxido de hidrogénio, catalisada pela SOD e a conversdo de oxigénio em peroxido de

hidrogénio por acdo da glutationa oxidase (GO). Além disso, mostra também a
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neutralizacdo do peréxido de hidrogénio convertido a agua pela acao da CAT ou da GPx.
As reacdes catalisadas por GPX e GO oxidam a glutationa reduzida (GSH) a sua forma
oxidada (GSSG). Ocorre também a reducdo de GSSH a GSH, reacdo catalisada pela
glutationa redutase (GR) (RABELO, 2017).

Figura 37. Reac0les catalisadas pelas enzimas antioxidantes. GR = Glutationa redutase;
GO = Glutationa oxidase; GSSG = Glutationa oxidada; GSH = Glutationa reduzida; SOD =
superoxido dismutase; GPx = Glutationa peroxidase; CAT = catalase.
Fonte: Rabelo, 2017.
Considerando a relacéo entre o estresse oxidativo e o processo inflamatorio, foram
feitas as dosagens das enzimas antioxidantes superoxido dismutase (SOD) e catalase
(CAT).

7.5.1. Preparo dos homogenatos

O tecido foi descongelado até atingir temperatura ambiente e triturado com auxilio

do homogeneizador de 6rgados em 500 uL de PBS 1x.

7.5.2. Dosagem de proteinas totais

A dosagem de proteinas totais foi realizada segundo o método de Lowry (1951). Para

isso, foram preparadas as seguintes solucoes:

i. Solucao A
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30 gramas de carbonato de sodio e 4 gramas de hidroxido de sodio foram

adicionados a um bal&o volumétrico de 1 L. Este foi aferido com agua destilada.

ii. Solucao B

Uma solucéo de sulfato de cobre 2% foi preparada em baldo volumétrico de 10 mL
com 0,2 g de sulfato de cobre e agua destilada.

iii. Solucédo C

Uma solucdo de tartarato de sodio e potassio 4% foi preparada em um baldo
volumétrico de 10 mL. Adicionou-se 0,4 g de tartarato de Na e K e o volume foi aferido com

agua destilada.

iv. Solucado ABC

Em erlenmeyer foram homogeneizados 1 mL da solu¢éo B, 1 mL da solucdo C e 100

mL da solugéo A.

v. Solucédo de Folin

No momento da dosagem das proteinas totais, foi homogeneizado 1 mL do reagente
de Folin-Ciocalteu em 2 mL de agua destilada, mantido em erlenmeyer protegido da luz.

e Procedimento

Para um eppendorf foram pipetados 25 puL do homogenatos e 475 uL de agua
destilada. Estes foram homogeneizados em aparelho de vértex. Em ambiente escuro, 40
uL do homogenato diluido foram pipetados para tubo de ensaio e acrescidos de 400 uL da
solucdo ABC. A solucéo ficou encubada no escuro por 10 minutos a temperatura ambiente.
Os tubos de ensaio contendo a solugéo anterior receberam 40 pL da solugdo de Folin. A
leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro a 700 nm. As dosagens foram

feitas em triplicata.
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e Curvapadrao

Para obter os valores da concentracdo de proteinas totais, foi feita uma curva padrao
utilizando-se proteina albumina do soro bovino (BSA) nas concentracdes de 0,32; 0,48;
0,64; 0,8; 0,96; 1,12; 1,28; 1,44 e 1,6 mg/mL. Obteve-se a curva e equacao da reta

ilustradas na Figura 38.
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Figura 38. Curva padrao de proteinas totais.

7.5.3. Dosagem da enzima superoxido dismutase (SOD)

A superoéxido dismutase € uma enzima chave na defesa antioxidante, catalisando a
reacao de dismutacéo do superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio. A dosagem da
SOD foi feita como descrito por Dieterich e colaboradores (2000) e; Marklund e Marklund
(1974), com adaptagbes. O pirogalol auto-oxida facilmente em meio basico formando o
radical superdxido, responsavel pela reducdo do MTT a cristais de formazana (MTT
reduzido). O método para avaliacdo da atividade de SOD baseia-se na capacidade desta
enzima em competir pelo radical superoxido. A concentracdo da SOD é entdo quantificada
em unidades relativas, que é a quantidade de enzima capaz de inibir a redugdo do MTT em
50% (MARKLUND e MARKLUND, 1974).

As seguintes solucdes foram preparadas no dia do uso:

- Solucdo de MTT: 22 mg de MTT adicionados a 4 mL de PBS 1x.
- Solucéo de pirogalol: 2 mg de pirogalol adicionados a 160 mL de PBS 1x.
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e Procedimento

30 puL do homogenato foram pipetados, em triplicata, para uma placa de ELISA de
96 pocos, exceto para 0s poc¢os do branco que receberam 45 uL de PBS 1x. Os poc¢os
referentes ao padrao receberam 30 uL de PBS 1x. A todos os pocos foram adicionados 99
uL de PBS 1x e 6 pL da solucdo de MTT. Apéds, 15 uL da solugédo de pirogalol foram
adicionados a todos o0s pocos, exceto aos do branco. A placa foi incubada em estufa a 37°C
por 5 minutos e a reacgéao foi parada com 150 uL de DMSO, adicionados a cada poc¢o. A

leitura da absorbancia foi feita a 570 nm no leitor de ELISA.

7.5.4. Dosagem da enzima catalase (CAT)

A quantificacdo da enzima catalase foi realizada de acordo com o método proposto
por Aebi (1984), com modificacBes. A catalase é uma hidroperoxidase, enzima intracelular
gue decompde o perdxido de hidrogénio a dgua e oxigénio. Sendo assim, a atividade da
enzima € diretamente proporcional a taxa de decomposicao do peroxido de hidrogénio que
possui coloracao detectavel no espectrofotdmetro a 240 nm. Desta forma, o método baseia-
se na capacidade da catalase em decompor o peréxido de hidrogénio, liberando oxigénio,
diminuindo a coloracéo da solucéo. Para iniciar a dosagem, foi preparada uma solucao de
peréxido de hidrogénio adicionando-se 8 uL de H202 a 5 mL de PBS 1x. O
espectrofotdmetro foi zerado a 240 nm com agua destilada e leu-se o branco em triplicata
(10 puL de cada homogenato e 500 uL de PBS 1x). Apoés, a reacao foi iniciada ao adicionar
10 uL de homogenato em uma cubeta contendo 500 uL da solugdo de H20:. As leituras das
absorbancias foram realizadas a 240 nm, nos tempos de 0 segundos (To), 30 segundos
(Ts0) e 60 segundos (Teo). As analises foram feitas em triplicata e os procedimentos
realizados no escuro. A hidrolise de 1 umol de H202 por minuto € equivalente a uma unidade
(V) de catalase.

Um resumo dos procedimentos para avaliacdo das atividades antinociceptiva, anti-

inflamatoria, anti-artrite gotosa e antioxidante € mostrado na Figura 39 (pagina 61).
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Figura 39. Esquema da avaliacédo das atividades antinociceptiva, anti-inflamatoria, anti-

artrite e antioxidante em camundongos C57BL/6.
7.6. Analise estatistica
A andlise estatistica dos resultados foi feita utilizando o software GraphPad Prism
versao 6.01 (EUA). A analise da variancia foi determinada pela anélise One-way (ANOVA)
seguida do teste de Dunnett e teste de Tukey. Os valores de P < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes.

7.7. Resultados

7.7.1. Atividade antinociceptiva
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Para obter a intensidade da hipernocicepc¢éo, calculou-se a variagdo na pressao
obtida entre os tempos Oh e 6h. Estes valores foram calculados em termos de % de variagcéo
do limiar de estimulo de cada animal, para que os resultados individuais possam ser
nivelados em termos de porcentagem (Tabela 9). O gréafico foi plotado com barras

correspondentes a cada grupo (Figura 40, pagina 63).

Tabela 9. Hipernocicepcao dos animais representada pela % de variacdo da presséo na

pata (gramas) do limiar de estimulo entre os tempos Oh e 6h apds inflamacé&o induzida por

injecéo

intra-articular

de MSU e tratamento com

sesquiterpénicas em diferentes doses.

indometacina e as lactonas

Grupos Dose Pressdo na Presséo na % A limiar de
(mg/kg) pata(g) TOh pata(g) T6h estimulo £e.p.m.
+e.p.m. +e.p.m.
Controle normal - 6,38 £0,544 6,22 +0,523 -2,42 +2,863°
Controle negativo - 7,56 £0,127 5,28 +0,216 -30,12 + 3,5274
Indometacina 3 6,51+ 0,608 6,48 £ 0,596 -0,36 + 2,423°
Licnofolida 2,5 6,86 + 0,938 6,38 + 0,559 -6,23 + 7,291°
Licnofolida 5 6,67 +0,415 5,860,479 -11,96 + 6,262°
Licnofolida 10 6,79+0,880 6,08+0,926 -10,00+ 11,0162
Eremantolida C 2,5 7,02+0,625 6,49+0,339 -6,85 + 10,457¢
Eremantolida C 5 6,07 +£0,413 5,590,605 -8,04 + 6,150°
Eremantolida C 10 6,59+0,634 5,74+0,418 -12,38 + 9,329
Goiazensolida 2,5 6,66 + 0,723 6,630,762 -0,43 + 2,703¢
Goiazensolida 5 597+0,475 5,69 + 0,609 -4,81 + 5,475°¢
Goiazensolida 10 6,62+0,719 5,85+0,879 -11,51 + 10,208

a P < 0,01 vs. grupo controle negativo; P < 0,001 vs. grupo controle negativo; ¢ P < 0,0001

vS. grupo controle negativo; 9P < 0,0001 vs. grupo controle normal. (n=6, One-way ANOVA

seguido do teste de Dunnett).
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Figura 40. Efeitos induzidos pelas lactonas sesquiterpénicas devido ao estimulo no tempo

Oh e 6h apés inflamacéo induzida por injecéo intra-articular de MSU. " P < 0,01 vs. grupo

*kk

controle negativo; ™ P < 0,001 vs. grupo controle negativo; ™ P < 0,0001 vs. grupo controle
negativo; # P < 0,0001 vs. grupo controle normal. (n=6, One-way ANOVA seguido do teste

de Dunnett).

Os animais do grupo controle normal, que receberam apenas o veiculo e injecédo
intra-articular de PBS 1x, apresentaram uma porcentagem de variacdo do limiar de estimulo
de -2,42 %, significativamente menor que do grupo controle negativo (-30,12 %) (teste de
Tukey) que recebeu a injecdo intra-articular de MSU e como tratamento apenas o veiculo.
A variacdo alta do grupo controle negativo demonstrou que a inflamacéo foi realmente
causada e refletiu na hipernocicep¢do dos camundongos que p6de ser medida, validando
0 experimento. Além disso, a baixa variagdo do grupo controle normal mostrou que o PBS
usado para veicular o MSU n&o causou por si sé a inflamacéo. O grupo tratado com a
indometacina, anti-inflamatorio utilizado como controle positivo, obteve uma porcentagem
de variacdo de -0,36 %, significativamente diferente do grupo controle negativo e sem
diferenca significativa em relacdo ao grupo controle normal (teste de Tukey). Todos os
grupos tratados com as lactonas sesquiterpénicas nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg,

apresentaram porcentagem de variacdo sem diferenca significativa em relacdo ao grupo
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controle normal e ao grupo controle indometacina (teste de Dunnett e teste de Tukey). Os
grupos tratados com a licnofolida nas doses de 2,5, 5 e 10 mg/kg apresentaram variagdes
de -6,23, -11,96 e -10,00 %, respectivamente. Os grupos tratados com a eremantolida C
nas mesmas doses apresentaram variacoes de -6,85, -8,04 e -12,38 %, respectivamente.
E os grupos tratados com a goiazensolida também nas mesmas doses obtiveram variacdes
de -0,43, -4,81 e -11,51 %, respectivamente. Todos 0s grupos tratados com as lactonas
sesquiterpénicas nas 3 doses avaliadas demonstraram diferencas significativas em relacéo
ao grupo controle negativo (teste de Dunnett) e ndo foram significativamente diferentes ao
grupo controle normal (teste de Dunnett) e ao grupo controle positivo (teste de Tukey).
Também nado houve diferenca significativa entre os grupos tratados com as lactonas

sesquiterpénicas nas 3 doses avaliadas (teste de Tukey).

7.7.2. Atividade anti-inflamatéria e anti-artrite gotosa

As andlises dos dados obtidos a partir do citometro de fluxo foram realizadas por
meio do software FlowJow Diagnostic tool v10.0.7. Um pool de amostras sem o marcador
de neutrdfilos foi analisado no citbmetro com o objetivo de obter o branco. Sendo assim, foi
definido o quadrante Q3 sem nenhuma célula para que fosse possivel, a partir dele, fazer
a contagem de neutrofilos no quadrante Q3 das outras amostras contendo o marcador
(Figura 41).
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Figura 41. Graficos obtidos por analises utilizando o software FlowJo com a amostra sem

o0 marcador para a definicdo do branco.

Apés definir o branco, procedeu-se com as andlises individuais das amostras

contendo o marcador, como mostrado na Figura 42.
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Figura 42. Gréficos obtidos por analises utilizando o software FlowJo com uma amostra

contendo o marcador para neutréfilos (Ly6-G).

As analises de cada amostra prosseguiram como exemplificado nos graficos (Figura
42, pagina 67), e a partir dai foi possivel obter a porcentagem de neutrofilos presentes. Os
neutrdfilos presentes foram quantificados pela contagem de leucdcitos totais, realizadas por
meio do contador hematolégico veterinario, e pela porcentagem de neutréfilos obtida pelas

leituras no citbmetro de fluxo (Tabela 10, pagina 68 e Figura 43, pagina 68).
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Tabela 10. Contagem de leucdcitos totais e neutrofilos/mL no lavado articular de animais
com inflamacdo induzida por MSU tratados com indometacina e as lactonas
sesquiterpénicas em diferentes doses.

Grupo Dose Leucocitos % Neutrofilos/

(mg/kg) totais/mL £e.p.m Neutrofilos mL +e.p.m.

Controle normal - 0,18 x 105+ 0,13 6,28 0,78 x 10+
0,6472
Controle negativo - 0,18 x 10° + 0,045 53,24 9,16 x 10%+
2,564b
Indometacina 3 0,15 x 10 + 0,076 10,23 1,67 x 10* +
1,2642
Licnofolida 2,5 0,12 x 108 + 0,041 32,94 4,22 x 10 +
3,8572
Licnofolida 5 0,12 x 108 + 0,045 12,81 1,39 x 104 +
0,7932
Licnofolida 10 0,3x108+0,21 3,28 0,96 x 10% +
0,4942
Eremantolida C 2,5 0,17 x 108+ 0,121 15,15 2,18 x 10% +
1,1972
Eremantolida C 5 0,22 x 105 + 0,109 12,06 3,09 x 10% +
2,5612
Eremantolida C 10 0,14 x 108 + 0,055 4,37 0,47 x 10* +
0,4052
Goiazensolida 2,5 0,12 x 106 + 0,045 9,64 1,30 x 104 +
1,1752
Goiazensolida 5 0,1x10%+0 4,2 0,42 x 10* +
0,4012
Goiazensolida 10 0,1x10%+0 8,85 0,88 x 10* +
0,8842

2P < (0,0001 vs. grupo controle negativo; ® P < 0,0001 vs. grupo controle normal. (n=6, One-
way ANOVA seguido do teste de Dunnett).
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Figura 43. Contagem de neutréfilos no lavado intra-articular de camundongos C57BL/6 com

inflamacéo induzida, apods o tratamento com a indometacina e as lactonas sesquiterpénicas
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em diferentes doses. * P < 0,0001 vs. controle negativo; ¥ P < 0,0001 vs. controle normal.
(n=6, One-way ANOVA seguido do teste de Dunnett).

A analise estatistica mostrou que houve diferenca entre o grupo controle normal e o
grupo controle negativo, comprovando que a inflamacé&o foi induzida com sucesso pela
injecdo de MSU intra-articular. Além disso, nos animais do grupo controle normal, que
recebeu apenas a injecao intra-articular de tampéao (PBS), ndo houve inflamacgéo, validando
o experimento. Nao houve diferenca significativa entre os grupos tratados com as lactonas
sesquiterpénicas nas diferentes doses. Além disso, também ndo houve diferenca destes
mesmos grupos em relacdo ao grupo controle normal e em relagdo ao grupo controle
positivo tratado com o AINE (indometacina). Os grupos tratados com as lactonas
sesquiterpénicas, nas 3 doses avaliadas, e tratados com a indometacina obtiveram
respostas significativamente diferentes do grupo controle negativo.

Em relagédo a dosagem da citocina IL-18, obteve-se a curva padrdo com a respectiva
equacdao da reta (Figura 44, pagina 69), com a qual foi possivel calcular a concentracdo de

IL-1B nas amostras (Tabela 11, pagina 70; Figura 45, pagina 70).
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Figura 44. Curva padrao de IL-1B.
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Tabela 11. Concentracédo de IL-18 no homogenato do tecido periarticular de animais com

inflamacéao induzida por MSU tratados com indometacina e as lactonas sesquiterpénicas

em diferentes doses.

Grupo Dose (mg/kg) IL-1B (ng/mL) £ e.p.m.
Controle normal - 0,37 + 0,420
Controle negativo - 1,77 £ 00,2062
Indometacina 3 0,43 +0,310¢
Licnofolida 2,5 2,25 +0,193¢
Licnofolida 5 1,83 + 0,605
Licnofolida 10 2,17 £ 0,419¢
Eremantolida C 2,5 1,77 + 0,696
Eremantolida C 5 1,55 + 0,149
Eremantolida C 10 1,84 +1,140°
Goiazensolida 2,5 1,61 £ 0,995
Goiazensolida 5 2,32 £ 0,520°
Goiazensolida 10 1,64 + 11,2244

2 P < 0,05 vs. grupo controle normal; ® P < 0,01 vs. grupo controle normal; ¢ P < 0,001 vs.
grupo controle normal; 9 P < 0,05 vs. grupo controle negativo; € P < 0,01 vs. grupo controle
negativo. (n=6, One-way ANOVA seguido do teste de Dunnett).
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Figura 45. Concentracao de IL-1B no homogenato do tecido periarticular de camundongos
C57BL/6 com inflamagé&o induzida, apds o tratamento com a indometacina e as lactonas

sesquiterpénicas em diferentes doses. * P < 0,05 vs. grupo controle normal; ™ P < 0,01 vs.

*kk

grupo controle normal; ™ P < 0,001 vs. grupo controle normal; # P < 0,05 vs. grupo controle
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negativo; ¥ P < 0,01 vs. grupo controle negativo. (n=6, One-way ANOVA seguido do teste

de Dunnett).

A equacao da reta para calcular a concentracdo de TNF-a foi obtida a partir da curva

padrao (Figura 46, pagina 71).
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Figura 46. Curva padrao de TNF-a.

Tabela 12. Concentracdo de TNF-a no homogenato do tecido periarticular de animais com

inflamacgéo induzida por MSU tratados com indometacina e as lactonas sesquiterpénicas

em diferentes doses.

Grupo Dose (mg/kg) TNF-a (ng/mL) £ e.p.m.
Controle normal - 0,06 + 0,076¢
Controle negativo - 0,70 + 0,497
Indometacina 3 0,12 + 0,052¢
Licnofolida 2,5 0,18 + 0,126"
Licnofolida 5 0,21 + 0,142°
Licnofolida 10 0,33 +0,1162
Eremantolida C 2,5 0,14 + 0,036°
Eremantolida C 5 0,20+ 0,112
Eremantolida C 10 0,40 + 0,291¢
Goiazensolida 2,5 0,07 + 0,060¢
Goiazensolida 5 0,37 £ 0,234
Goiazensolida 10 0,39 £ 0,303
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a P < 0,05 vs. grupo controle negativo; ® P < 0,01 vs. grupo controle negativo; ¢ P < 0,001
Vs. grupo controle negativo; ¢ P < 0,0001 vs. grupo controle negativo; ¢ P < 0,05 vs. grupo
controle normal; f P < 0,0001 vs. grupo controle normal. (n=6, One-way ANOVA seguido do

teste de Dunnett).
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Figura 47. Concentracdo de TNF-a no homogenato do tecido periarticular de camundongos
C57BL/6 com inflamacéo induzida, apos o tratamento com a indometacina e as lactonas
sesquiterpénicas em diferentes doses. * P < 0,05 vs. grupo controle negativo; ” P < 0,01 vs.

*k%k

grupo controle negativo; ™ P < 0,001 vs. grupo controle negativo; ™ P < 0,0001 vs. grupo
controle negativo; # P < 0,05 vs. grupo controle normal; # P < 0,0001 vs. grupo controle

normal. (n=6, One-way ANOVA seguido do teste de Dunnett).

A concentracgéo de citocinas no homogenato do tecido periarticular do grupo controle
negativo foi de 1,77 ng/mL (IL-1B) e 0,70 ng/mL (TNF-a), significativamente maior que no
grupo controle normal, no qual a concentracdo de IL-1B encontrada foi 0,37 ng/mL (teste
de Dunnet, P < 0,05) e de TNF-a foi 0,06 ng/mL (P < 0,0001). No grupo tratado com o anti-
inflamatdrio indometacina, a concentracdo de IL-1p8 foi de 0,43 ng/mL e de TNF-a foi de
0,12 ng/mL, ambos sem diferenca significativa em relacdo ao grupo controle normal. A
guantidade de IL-1B encontrada nos homogenatos dos grupos tratados com as lactonas
sesquiterpénicas nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/kg néo foi significativamente diferente do
grupo controle negativo e foram maiores que do grupo controle normal. As dosagens de
IL-1B nos grupos tratados com licnofolida nas 3 doses, eremantolida C nas doses de 2,5 e
10 mg/kg, e goiazensolida na dose de 5 mg/kg, foram maiores que do grupo tratado com a
indometacina (0,43 ng/mL) (teste de Tukey). Nao houve diferenca na dosagem de IL-1B
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entre os grupos tratados com as lactonas sesquiterpénicas nas 3 doses e 0 grupo controle
negativo. Os resultados indicaram que os tratamentos com as lactonas sesquiterpénicas,
nas trés doses avaliadas, ndo foram capazes de reduzir a producao de IL-1B. O grupo
tratado com a indometacina demonstrou conter menor quantidade de TNF-a (0,12 ng/mL)
gue o grupo nao tratado (controle negativo) e semelhante ao grupo controle normal. Os
grupos tratados com a licnofolida nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/kg, eremantolida C nas doses
de 2,5 e 5 mg/kg, e goiazensolida na dose de 2,5 mg/kg obtiveram concentracées menores
de TNF-a em relagdo ao grupo controle negativo. Além disso, ndo houve diferenga
significativa de TNF-a entre os tratamentos com as lactonas sesquiterpénicas, nas 3
diferentes doses, e a indometacina. A dosagem de TNF-a no grupo tratado com a
eremantolida C na dose de 10 mg/kg foi maior que do grupo controle normal (teste de
Dunnett, P < 0,05). Os tratamentos com as trés lactonas sesquiterpénicas com a menor

dose (2,5 mg/kg) foram capazes de reduzir a producao de TNF-a (Figura 47, pagina 72).

7.7.3. Avaliacdo das defesas antioxidantes

A defesa antioxidante ao estresse oxidativo foi avaliada a partir da quantificacao das
enzimas catalase (CAT) superoxido dismutase (SOD) no homogenato obtido do tecido
periarticular apds inducdo da inflamacao por MSU e tratamento com a vitamina C e com as
lactonas sesquiterpénicas licnofolida, eremantolida C e goiazensolida nas doses de 2,5; 5
e 10 mg/kg. Os valores de SOD e CAT foram representados por unidades de enzima por
miligrama de proteinas totais (U/mg de proteina).
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Tabela 13. Valores de unidades de SOD por miligrama de proteinas totais e unidades de
CAT por miligrama de proteinas totais, além da relacdo SOD/CAT para avaliacdo do
estresse oxidativo no homogenato de camundongos C57BL/6 com inflamacéo articular

induzida por MSU, tratados com vitamina C e as lactonas sesquiterpénicas em 3 diferentes

doses.
Grupos Dose Ude SOD/mg U de CAT/mg SOD/CAT %
(mg/kg) de proteina + de proteina + e.p.m
e.p.m e.p.m.

Controle normal - 11,21 +7,359 55,18 +20,603 0,28 +0,181°
Controle negativo - 33,27 +£15,656 10,15 +7,538 5,08 *4,939°¢
Vitamina C 250 16,88 +8,085 37,31 +10,339 0,54 +0,1832
Licnofolida 2,5 9,13 + 4,680 11,12 + 3,485 0,77 +0,8082
Licnofolida 5 7,05 +7,872 48,14 +15,172 0,15 +0,173"
Licnofolida 10 19,90 +6,823 22,21 +15,631 1,58 + 1,659
Eremantolida C 2,5 9,54 +5,973 8,19 +5,441 1,39 +0,976
Eremantolida C 5 5,01 +£0,995 7,12 + 4,538 1,48 +1,825
Eremantolida C 10 566 +2,189 6,29 +5826 1,30 +0,9642
Goiazensolida 2,5 7,57 +6,089 5,15 + 4,645 1,91 +1,037
Goiazensolida 5 12,23 +2,633 22,28 £13,980 1,04 +1,2172
Goiazensolida 10 3,04 £3,195 7,58 £9,483 2,51 +£4,315

a P < 0,05 vs. grupo controle negativo; ® P < 0,01 vs. grupo controle negativo; ¢ P < 0,01 vs.

grupo controle normal. (n=6, One-way ANOVA seguido do teste de Dunnett).
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Figura 48. Unidades de SOD/miligramas de proteinas totais dos grupos controle normal e
com inflamagdo induzida por MSU, tratados com vitamina C e com as lactonas

sesquiterpénicas em 3 diferentes doses. " P < 0,05 vs. grupo controle negativo; P < 0,01
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VS. grupo controle negativo; = P < 0,001 vs. grupo controle negativo; P <0,0001 vs. grupo
controle negativo; # P < 0,001 vs. grupo controle normal. (n=6, One-way ANOVA seguido

do teste de Dunnett).
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Figura 49. Unidades de CAT/miligramas de proteinas totais dos grupos controle normal e
com inflamagdo induzida por MSU, tratados com vitamina C e com as lactonas
sesquiterpénicas em 3 diferentes doses. * P < 0,001 vs. grupo controle normal; ™ P < 0,0001
vs. grupo controle normal; # P < 0,01 vs. grupo controle negativo; # P < 0,0001 vs. grupo

controle negativo. (n=6, One-way ANOVA seguido do teste de Dunnett).
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Figura 50. Relacdo SOD/CAT dos grupos controle normal e com inflamacao induzida por
MSU, tratados com vitamina C e com as lactonas sesquiterpénicas em 3 diferentes doses.
" P < 0,05 vs. grupo controle negativo; P < 0,01 vs. grupo controle negativo; # P < 0,01 vs.

grupo controle normal. (n=6, One-way ANOVA seguido do teste de Dunnett).

Houve diferenca significativa entre os resultados do grupo controle normal e grupo
controle negativo nas dosagens de SOD, CAT e razdo SOD/CAT, demonstrando que a
inflamac&o induzida pelo MSU gerou uma resposta ao estresse oxidativo pela via de SOD
e CAT, e o PBS injetado no grupo controle normal ndo causou este mesmo estresse
oxidativo. Além disso, houve diferenca significativa entre os animais do grupo controle
positivo, que receberam o medicamento antioxidante vitamina C, e os animais do grupo
controle negativo. Nao houve diferengca entre o grupo controle normal e o grupo que
recebeu o tratamento com vitamina C (Figuras 48 a 50, paginas 75 e 76).

A quantidade da enzima SOD obtida nas dosagens dos homogenatos dos tecidos
dos grupos tratados com as lactonas sesquiterpénicas nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/kg nao
foi significativamente diferente ao grupo controle normal e ao grupo controle positivo
(vitamina C). Além disso, os valores de SOD para todos os grupos tratados e controle

normal foram diferentes do grupo controle negativo. Nao houve diferenca significativa entre
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0s grupos tratados com as lactonas nas 3 diferentes doses, exceto o grupo tratado com a
licnofolida C na dose de 10 mg/kg no qual a quantificagdo de SOD (19,90 U/mg de proteina)
foi significativamente maior que o grupo tratado com a eremantolida C na dose de 5 mg/kg
(5,01 U/mg de proteina) (P < 0,05; teste de Tukey), e que o grupo tratado com a
goiazensolida na dose de 10 mg/kg (3,04 U/mg de proteina) (P < 0,05; teste de Tukey).

Na dosagem da enzima CAT, observou-se diferenca significativa entre o grupo
controle normal (55,18 U/mg de proteina) e o grupo controle negativo (10,15 U/mg de
proteina) (P < 0,0001; teste de Dunnett), além de também haver diferenca entre o grupo
controle negativo e o grupo controle positivo tratado com a vitamina C (37,31 U/mg de
proteina) (P < 0,01; teste de Dunnett). Entre os grupos teste, tratados com as lactonas
sesquiterpénicas nas diferentes doses, apenas o grupo tratado com a licnofolida na dose
de 5 mg/kg (48,14 U de CAT/mg de proteina) ndo demonstrou diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle normal. Nao houve diferenca significativa entre os grupos
tratados com a vitamina C e com a licnofolida nas doses de 5 e 10 mg/kg (48,14 e 22,21 U
de CAT/mg de proteina). Também nao houve diferenca entre o grupo controle positivo e o
grupo tratado com goiazensolida na dose de 5 mg/kg (22,28 U de CAT/mg de proteina).
Licnofolida na dose de 5 mg/kg obteve os resultados de dosagem de CAT significativamente
diferentes em relacdo a todos 0s outros grupos teste (teste de Tukey). Os demais grupos
tratados com as lactonas sesquiterpénicas nas 3 diferentes doses néo obtiveram resultados
diferentes entre si.

O equilibrio entre SOD e CAT é de extrema importancia na avaliacdo da oxidacéo
no meio, ja que estas enzimas estdo diretamente relacionadas. A razdo SOD/CAT entre o
grupo controle normal (0,28) e o grupo controle negativo (5,08) foi significativamente distinta
(P < 0,01, teste de Dunnett). O grupo tratado com a vitamina C obteve o valor de SOD/CAT
em 0,54, sem diferenca significativa ao grupo controle normal e diferente do grupo controle
negativo (P < 0,05; teste de Dunnett). Os grupos tratados com licnofolida nas doses de 2,5
e 5 mg/kg demonstraram diferenca significativa em relagéo ao grupo controle negativo, sem
diferencas do grupo controle normal. Ainda, os grupos tratados com a eremantolida C na
dose de 10 mg/kg e goiazensolida na dose de 5 mg/kg também demonstraram diferenca
em relagdo ao grupo controle negativo e nenhuma diferenga significativa em relagdo ao
grupo controle normal. Nao houve diferenca entre os tratamentos com vitamina C e as
lactonas sesquiterpénicas nas 3 diferentes doses, nem entre as lactonas entre si (teste de
Tukey).
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7.8. Discusséao

A artrite gotosa € causada pela deposicéo de cristais de MSU nos tecidos articulares
e periarticulares. O processo inflamatério causa dor, especialmente nos ataques agudos. A
dor inflamatoria ativa o sistema imune, como uma resposta ao tecido danificado, liberando
mediadores que modulam os nociceptores que percebem a dor. Como resultado, ha a
hipersecrecéo da citocina IL-18 como produto da ativagédo do inflamassoma NLRP3, que
tem importante papel na resposta inflamatéria (RAMONDA et al.,, 2015). A sintese e
liberacdo de mediadores pro-inflamatérios como as citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8),
enzimas (COX-2 e iINOS), moléculas de adeséao celular (VCAM-1 e ICAM-1), fatores de
crescimento hematopoiéticos e proteinas da fase aguda séo reguladas pelo fator de
transcricdo NF-kB (BAEUERLE e HENKEL, 1994). Como consequéncia da superproducéo
desses mediadores, principalmente da IL-1[3, ocorre a infiltracdo de neutréfilos (RAMONDA
et al., 2015) que, através de sinais quimiotaticos, atraem mondcitos e células dendriticas e
influenciam na diferenciacdo de macréfagos (NATHAN, 2006).

As lactonas sesquiterpénicas modulam a producao de moléculas caracteristicas dos
processos inflamatoérios agudo e cronico. Varias lactonas sesquiterpénicas atuam pela
inibicdo da via de sinalizagdo do NF-kB (HOHMANN et al., 2016). Ferrari e colaboradores
(2013) demonstraram a capacidade da licnofolida de inibir a producdo de NO em
macrofagos J774A.1 estimulados por LPS, além de aumentar a producéo da citocina anti-
inflamatoria I1L-10. Neste mesmo estudo, eremantolida C foi capaz de reduzir a producéo
de TNF-a e aumentar a produgédo de IL-10 na mesma linhagem celular de macréfagos
(FERRARI et al., 2013).

A indometacina € um anti-inflamatério ndo-esteroidal, exercendo, portanto, além da
acao anti-inflamatéria, as acdes antipirética e analgésica, sendo aproximadamente 20
vezes mais potente que o acido acetilsalicilico. E eficaz no alivio da dor, da tumefacéo e
sensibilidade dolorosa articulares (BRUNTON et al., 2010). No presente estudo, foi avaliada
a acado antinociceptiva e anti-inflamatéria das lactonas sesquiterpénicas licnofolida,
eremantolida C e goiazensolida nas doses de 2,5; 5 e 10 mg/kg e da indometacina na dose
de 3 mg/kg, em camundongos da linhagem C57BL/6 com artrite gotosa induzida pela
aplicacéo local de cristais de MSU na cavidade intra-articular. A nocicepcgao foi medida
antes e apos o tratamento e inducdo da inflamacéo, sendo calculada a variagdo do limiar
de estimulo (tempo 6h - tempo Oh). Os animais com aparente dor, retiram a pata mais
rapidamente, exercendo menos for¢ca (g) ao analgesimetro. Sendo assim, a pressao na

pata dos animais medida no grupo controle negativo (que receberam a injecdo de MSU
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porém nado receberam tratamento) foi maior no tempo Oh (sem inflamacé&o induzida) em
relacdo ao tempo 6h (com inflamagé&o induzida). A indometacina foi usada como controle
positivo, e demonstrou que 0s animais praticamente ndo sofreram variagdo da medida sem
a inflamacéo e depois de haver a inducao da inflamacéo e tratamento. A licnofolida obteve
a melhor resposta antinociceptiva na dose de 2,5 mg/kg, sem diferenca significativa em
relagdo ao grupo controle normal e ao grupo controle positivo. Além disso, nessa mesma
dose, licnofolida reduziu a migragdo de neutrdéfilos, sem diferenca significativa em relacao
ao grupo controle normal e ao grupo tratado com indometacina. Houve uma relagao dose-
dependéncia na reducéo de neutrofilos nos grupos tratados com licnofolida, sendo que a
maior dose (10 mg/kg) demonstrou o melhor efeito, na menor dose observou-se o menor
efeito, todas sem diferencas significativas em relacdo ao grupo controle normal e grupo
controle positivo. Ja na avaliacdo da atividade antinociceptiva, a menor dose obteve o0s
melhores resultados, seguida da maior dose e da dose de 5 mg/kg, sem diferencas dos
controles positivo e normal. A licnofolida demonstrou seu potencial anti-inflamatério nas 3
doses avaliadas, sendo que nas doses de 5 e 10 mg/kg, foi ainda mais efetiva que a
indometacina na reducdo da migracdo de neutrdfilos para o local da inflamacéao,
demonstrando maior proximidade aos niveis de normalidade. Em contrapartida, a
licnofolida, nas 3 doses testadas, nao foi capaz de inibir a producéo da citocina IL-18 no
tempo de 6 horas apés a inducédo da inflamacéo, podendo haver uma possivel resposta
tardia para este mecanismo de acdo. Houve uma resposta de inibicdo de TNF-a
inversamente proporcional ao aumento da dose de licnofolida, sendo que a menor dose
demonstrou ser mais eficaz que a maior dose. Ferrari e colaboradores (2013)
demonstraram que licnofolida ndo foi capaz de inibir a produgdo de TNF-a in vitro. E
necessario levar em consideracao que in vivo ha muitos outros fatores que possam interferir
na resposta do animal a inflamacéo, podendo assim justificar essa diferenca nos resultados
dos testes in vivo e in vitro. Sendo assim, 0 mecanismo anti-inflamatorio da licnofolida foi
demonstrado pela inibicdo da migracdo de neutréfilos e pela inibicdo da citocina pro-
inflamatoéria TNF-a.

A eremantolida C também demonstrou maior atividade antinociceptiva na dose de
2,5 mg/kg, sem diferenca significativa ao grupo controle normal e grupo controle positivo.
Para a acdo antinociceptiva dessa lactona sesquiterpénica, houve uma relacdo dose-
dependéncia inversamente proporcional, sendo a menor dose a mais eficaz, e a maior dose
(10 mg/kg) a menos eficaz. Nas 3 doses, nao houve diferenca em relagéo ao grupo controle
positivo e grupo controle negativo. Eremantolida C foi eficaz no tratamento da artrite gotosa

nas 3 doses, demonstrando a¢éo anti-inflamatoéria na redugcédo da migracdo de neutrofilos,
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sem diferenca significativa em relacdo ao grupo controle normal e ao grupo tratado com a
indometacina. Além disso, na dose de 10 mg/kg, a resposta anti-inflamatdria foi ainda mais
pronunciada que a do grupo tratado com o AINE. Quanto & dosagem de citocinas,
eremantolida C demonstrou inibir a sintese de TNF-a nas doses de 2,5 e 5 mg/kg, sendo
mais eficaz na menor dose. Nao foi capaz de inibir a producéo de IL-18 em nenhuma das
doses testadas, resultados que corroboram com os testes in vitro realizados por Ferrari e
colaboradores (2013).

Rungeler e colaboradores (1999) demonstraram que a goiazensolida € um potente
inibidor da ativacdo do NF-kB, mediador central da resposta imunolédgica a inflamacéo,
responsavel pela regulacdo da transcri¢céo de citocinas inflamatoérias e outros mediadores.
A goiazensolida foi capaz de diminuir o edema de pata induzido por carragenina em
camundongos swiss, demonstrando efeito anti-inflamatério semelhante a indometacina, em
diferentes fases da inflamacao (UGOLINE et al, 2017). No presente estudo, goiazensolida,
assim como a eremantolida C, demonstrou uma atividade antinociceptiva com a relacao
dose-resposta indiretamente proporcional. A menor dose da goiazensolida (2,5 mg/kg)
obteve uma variacdo no limiar de estimulo muito pequena entre os tempos Oh e 6h,
semelhante a resposta da indometacina, sendo a melhor resposta entre as diferentes doses
e lactonas sesquiterpénicas testadas. Com o aumento da dose, a porcentagem de variacao
aumentou. Ainda assim, demonstraram ter efeitos significativos na nocicep¢éo em todas as
doses testadas. Sendo assim, a melhor dose para esta lactona sesquiterpénica obter o
efeito antinociceptivo é a de 2,5 mg/kg. A goiazensolida demonstrou ainda seu potencial de
inibicio da migracdo de neutrofilos nas 3 doses, sendo ainda mais eficaz que a
indometacina. A goiazensolida na dose de 2,5 mg/kg foi capaz de inibir a producéo de TNF-
a, obtendo-se concentracdo semelhante ao grupo controle normal. Nas outras doses
também inibiu efetivamente a producéo dessa citocina, porém, a dose mais eficaz foi a de
2,5 mg/kg. Em nenhuma das doses testadas houve inibicdo de IL-1B, podendo-se concluir
gue o mecanismo da acao anti-inflamatoéria de goiazensolida, neste modelo experimental
de artrite gotosa induzida, € pela inibicdo da migracéo de neutrofilos e inibicdo da producao
de TNF-a.

No processo inflamatorio, os neutréfilos ao serem ativados liberam espécies reativas
de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN), que sdo importantes na defesa
inflamatoria. Porém, podem causar também danos severos aos tecidos nao-inflamados. A
resposta inflamatoéria desregulada atinge 6rgéos e tecidos saudaveis, causando danos ao
organismo (HOHMANN et al., 2016).
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Espécies reativas de oxigénio sdo produtos do metabolismo normal das células, e
sdo moléculas que contém um ou mais elétrons desemparelhados, o que leva a sua alta
reatividade. A mitocondria € uma fonte de energia nas células e nela, a cadeia de transporte
de elétrons € a principal fonte de ATP. Esses elétrons contribuem para a reducao do
oxigénio a agua, porém, algumas vezes, durante este transporte, ocorre o escape de alguns
elétrons, que sdo adicionados ao oxigénio molecular formando o radical superéxido
(VALKO et al., 2007). O radical superoxido pode entdo ser convertido a peroxido de
hidrogénio pela acédo da enzima superoxido dismutase. O peroxido de hidrogénio, por sua
vez, € neutralizado ao ser convertido a agua pela acdo da enzima catalase (NAUDI et al,
2011).

A capacidade antioxidante das trés lactonas sesquiterpénicas foi analisada pela
dosagem das enzimas SOD e CAT no tecido periarticular dos camundongos com
inflamacé&o induzida por injecdo local de MSU. Levando em consideracdo que a enzima
SOD é responsavel pela formacéo de peroxido de hidrogénio e a CAT pela sua degradacao,
deve-se avaliar a razdo SOD/CAT. O grupo controle negativo demonstrou aumento na
atividade da enzima SOD, o que pode ser atribuido a uma maior producéo de radicais livres,
entre eles, o superoxido. A enzima SOD captura os radicais superéxido produzindo o
peroxido de hidrogénio. Neste mesmo grupo, foi observado uma baixa atividade da enzima
catalase, mostrando que houve um acumulo do perdxido de hidrogénio, que também é
responsavel pelo estresse oxidativo. Houve um desequilibrio na razdo SOD/CAT,
constatando que o MSU foi capaz de gerar o estresse oxidativo. Foi observado um pequeno
aumento na atividade da enzima SOD dos grupos tratados com vitamina C, licnofolida 10
mg/kg e goiazensolida 5 mg/kg, em relagédo ao grupo controle normal. Isto demonstra que
nestes grupos houve uma maior captura do radical superéxido e consequente producéo de
peréxido de hidrogénio. Porém, estes valores ndo foram significativamente maiores e, além
disso, houve também aumento da atividade da enzima catalase nestes grupos, fazendo
com que houvesse um equilibrio na razdo SOD/CAT com a neutralizagdo do peroxido de
hidrogénio pela acdo da CAT. Nos demais grupos, observou-se certa inibicdo da enzima
SOD em relacdo ao grupo controle normal, porém estes resultados também néo
demonstraram diferenca estatistica. Assim, ndo houve alteragdes significativas na atividade
da enzima SOD nos grupos tratados com as lactonas sesquiterpénicas nas doses de 2,5;
5 e 10 mg/kg. A atividade da enzima catalase nos grupos tratados com a vitamina C e
licnofolida 5 mg/kg foi semelhante ao grupo controle normal. A licnofolida na dose de 5
mg/kg foi ainda mais eficaz que a vitamina C no estimulo & CAT, demonstrando uma maior

neutralizagéo do peroxido de hidrogénio e a razdo SOD/CAT com valor muito proXimo ao
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controle normal. Assim, a licnofolida nesta dose demonstrou ser a melhor op¢cdo como
antioxidante no tratamento do estresse oxidativo local causado por MSU. Apesar de
estimular a atividade de CAT, a licnofolida na dose de 10 mg/kg apresentou um
desequilibrio na razdo SOD/CAT, demonstrando que ainda havia liberacéo de radicais livres
nesses animais e que a SOD e a CAT néo foram capazes de neutraliza-los. O tratamento
com a licnofolida na dose de 2,5 mg/kg inibiu a enzima CAT, porém, a razdo SOD/CAT fez
com que o sistema entrasse em equilibrio semelhante ao grupo tratado com a vitamina C.
O grupo tratado com a goiazensolida na dose de 5 mg/kg demonstrou uma acao elevada
da enzima CAT e razdo SOD/CAT sem diferenca significativa do controle normal. Nas
demais doses (licnofolida 10 mg/kg, eremantolida C 2,5 e 5 mg/kg, goiazensolida 2,5 e 10
mg/kg) ndo houve equilibrio narazdo SOD/CAT. Portanto, as trés lactonas sesquiterpénicas
demonstraram acdo antioxidante pelo sistema SOD/CAT, porém, em diferentes doses:
licnofolida foi eficaz nas doses de 2,5 e 5 mg/kg, eremantolida C foi eficaz na dose de 10
mg/kg e goiazensolida foi eficaz na dose de 5 mg/kg.

As lactonas sesquiterpénicas demonstraram potencial anti-inflamatorio,
antinociceptivo e antioxidante. A melhor escolha para a acdo antinociceptiva seria a
goiazensolida na dose de 2,5 mg/kg. Todas as lactonas sesquiterpénicas nas 3 doses
testadas demonstraram potencial anti-inflamatério, sendo as melhores respostas dos
grupos tratados com a goiazensolida na dose de 5 mg/kg e eremantolida C na dose de 10
mg/kg. A licnofolida nas doses de 2,5 e 5 mg/kg foram as que apresentaram as melhores
respostas antioxidantes. O experimento permitiu avaliar a acdo das lactonas
sesquiterpénicas na artrite gotosa induzida, comprovando a eficacia no tratamento da
inflamacéo, dor e estresse oxidativo.

O tratamento da artrite gotosa atualmente consiste em evitar as crises agudas com
0 uso de medicamentos hipouricémicos e aliviar os sintomas dessas crises. Apesar da
efichcia da indometacina como analgésico e anti-inflamatério na terapéutica da artrite
gotosa aguda, pacientes em tratamento com esse AINE comumente apresentam severos
efeitos adversos gastrintestinais (diarreias, Ulceras no intestino), além de cefaléia frontal,
tonturas e delirios (BRUNTON et al., 2010). As lactonas sesquiterpénicas provaram ser
eficazes no tratamento da gota, possuindo potencial para se tornarem novas opcoes
terapéuticas para aliviar a dor e os demais sintomas sofridos por milhares de pessoas que

convivem com essa doenca.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

No presente estudo foi possivel avaliar e esclarecer os mecanismos envolvidos na
acao anti-hiperuricémica relatada anteriormente para as lactonas sesquiterpénicas
licnofolida, eremantolida C e goiazensolida (DE SOUZA et al., 2012; UGOLINE et al., 2017).
Pelos resultados pode-se observar que os efeitos uricosurico e de inibicdo da atividade da
xantina oxidase hepatica dependem da dose administrada. Percebe-se também que, em
relacdo a atividade anti-hiperuricémica das substancias avaliadas, nem sempre a maior
dose € a mais efetiva. Neste estudo também foi possivel determinar a menor dose efetiva
para as lactonas sesquiterpénicas exercerem o efeito hipouricémico, 5 mg/kg.

O mecanismo do efeito anti-inflamatorio exercido pelas lactonas sesquiterpénicas foi
relacionado a inibicdo da migracédo de neutrofilos e inibicdo da producdo de TNF-a. Além
disso, estas substancias demonstraram ser antioxidantes em determinadas doses.
Licnofolida, eremantolida C e goiazensolida demonstraram maior efeito antinociceptivo na
menor dose avaliada (2,5 mg/kg). O mecanismo de acéo farmacologica destas substancias
foi semelhante, o que pode ser justificado pela semelhanca estrutural e quimica das
mesmas.

As lactonas sesquiterpénicas demonstraram ser eficazes na diminuicdo dos niveis
séricos de acido urico, além de demonstrarem efeitos anti-inflamatérios, antioxidantes e
antinociceptivos, sendo potencial candidatas a farmacos para o tratamento da

hiperuricemia, artrite gotosa e doencas relacionadas.

83



9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ABBOTT, R. D.; BRAND, F. N.; KANNEL, W. B.; CASTELLI, W. P. Gout and coronary heart
disease: the Framingham Study. Journal of clinical epidemiology, v. 41, n. 3, p. 237-242,
1988.

AEBI, H. [13] Catalase in vitro. In: Methods in enzymology. Academic Press, 1984. p. 121-
126.

AHMED, M.U.; BENNET, D.J.; HSIEH, T.C.; DOONAN, B.B.; AHMED, S.; WU, J.M.
Repositioning of drugs using open-access data portal DTome: A test case with

probenecid. International journal of molecular medicine, v. 37, n. 1, p. 3-10, 2016.

ALVES, T.M.A.; SILVA, A.F.: BRANDAO, M.; GRANDI, T.S.M.; SMANIA, E.D.F.A.; SMANIA
JUNIOR, A.: ZANI, C.L. Biological screening of Brazilian medicinal plants. Memadrias do
Instituto Oswaldo Cruz, v. 95, n. 3, p. 367-373, 2000.

AMARAL, F.A.; COSTA, V.V.; TAVARES, L.D.; SACHS, D.; COELHO, F.M.; FAGUNDES,
C.T.; SORIANI, F.M.; SILVEIRA, T.N.; CUNHA; ZAMBONID.S.; QUESNIAUX, V.; PERES,
R.S.; CUNHA, T.M.; CUNHA, F.Q.; RYFFEL, B.; SOUZA, D.G.; TEIXEIRA, M.M. NLRP3
inflammasome—mediated neutrophil recruitment and hypernociception depend on
leukotriene B4 in a murine model of gout. Arthritis & Rheumatism, v. 64, n. 2, p. 474-484,
2012.

ARAUJO, M.C.P.M.; FERRAZ-FILHA, Z.S.; FERRARI, F.C.; SAUDE-GUIMARAES, D.A.
Campomanesia velutina leaves extracts exert hypouricemic effects through inhibition of
xanthine oxidase and ameliorate inflammatory response triggered by MSU crystals. Revista

Brasileira de Farmacognosia, v. 26, n. 6, p. 720-727, 2016.

BAEUERLE, P.A.; HENKEL, T. Function and activation of NF-kappaB in the immune
system. Annual review of immunology, v. 12, n. 1, p. 141-179, 1994.

BARDIN, T.; RICHETTE, P. Definition of hyperuricemia and gouty conditions. Current
opinion in rheumatology, v. 26, n. 2, p. 186-191, 2014.

84



BILLY, C. A,; LIM, R.T.; RUOSPO, M.; PALMER, S. C.; STRIPPOLI, G.F. Corticosteroid or
nonsteroidal antiinflammatory drugs for the treatment of acute gout: a systematic review of

randomized controlled trials. The Journal of rheumatology, v. 45, n. 1, p. 128-136, 2018.

BRADFORD, M.M. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Analytical biochemistry, v. 72, n. 1-
2, p. 248-254, 1976.

BOHLMANN, F.; ZDERO, C.; ROBINSON, H.; KING, R.M. Caryophyllene derivatives and a
heliangolide from Lychnophora species. Phytochemistry, v. 19, n. 11, p. 2381-2385, 1980.

BOHLMANN, F.; JAKUPOVIC, J. Progress in the chemistry of the Vernoniae (Compositae).
Research Advances in the Compositae, p. 3-43, 1990.

BORDIGNON, A.; FREDERICH, M.; LEDOUX, A.; CAMPOS, P.E.; CLERC, P.; HERMANN,
T.; QUETIN-LECLERCQ, J.; CIECKIEWICZ, E. In vitro antiplasmodial and cytotoxic
activities of sesquiterpene lactones from Vernonia fimbrillifera Less (Asteraceae). Natural
product research, v. 32, n. 12, p. 1463-1466, 2018.

BRUNETON, J. Pharmacognosy, Phytochemistry, Medicinal Plants. Editora Intercept
Ltd., 499, 1995.

BRUNTON, L.L.; CHABNER, B.A.; KNOLLMANN, Bjorn C. As Bases Farmacoldgicas da
Terapéutica de Goodman & Gilman-10. AMGH Editora, 2010. p. 605-606.

BRUSOTTI, G.; CESARI, |.; DENTAMARO, A.; CACCIALANZA, G.; MASSOLINI, G.
Isolation and characterization of bioactive compounds from plant resources: the role of
analysis in the ethnopharmacological approach. Journal of pharmaceutical and
biomedical analysis, v. 87, p. 218-228, 2014.

CHAVES, T.L.; RICARDO, L.; PAULA-SOUZA, J.D.; BRANDAO, M.D.G.L. et al. Useful
Brazilian plants under the view of the writer-naturalist Jodo Guimardes Rosa. Revista

Brasileira de Farmacognosia, v. 25, n. 5, p. 437-444, 2015.

85



CHATURVEDI, D. Sesquiterpene lactones: structural diversity and their biological activities,
In-Opportunity, Challanges and Scope of Natural Products in Medicinal
Chemistry. Research Signpost, Trivandrum, p. 313-334, 2011.

CHICARO, P.; PINTO, E.; COLEPICOLO, P.; LOPES, J.L.C.; LOPES, N.P. Flavonoids from
Lychnophora passerina (Asteraceae): potential antioxidants and UVv-
protectants. Biochemical systematics and ecology, v. 32, n. 3, p. 239-243, 2004.

CUNHA, T.M.; VERRI JR., W.A,; VIVANCOS, G.G.; MOREIRA, I.F.; REIS, S.; PARADA,
C.A.; CUNHA, F.Q.; FERREIRA, S.H. An electronic pressure-meter nociception paw test for
mice. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, v. 37, n. 3, p. 401-407,
2004.

D’ANGELIS, A.S.R.; NEGRELLE, R.R.B. Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum:
aspectos botanicos, ecoldgicos, etnobotanicos e farmacoldgicos. Revista Brasileira de
Plantas Medicinais, v.16, p.607-617, 2014.

DE OLIVEIRA, A.B.; SAUDE, D.A.; PERRY, K.S.; DUARTE, D.S.; RASLAN, D.S.;
BOAVENTURA, M.A.D.; CHIARI, E. Trypanocidal sesquiterpenes from Lychnophora
species. Phytotherapy Research, v. 10, n. 4, p. 292-295, 1996.

DE SOUZA, M.R.; DE PAULA, C.A.; DE RESENDE, M.L.P.; GRABE-GUIMARAES, A.; DE
SOUZA FILHO, J.D.; SAUDE-GUIMARAES, D.A. Pharmacological basis for use of
Lychnophora trichocarpha in gouty arthritis: Anti-hyperuricemic and anti-inflammatory
effects of its extract, fraction and constituents. Journal of ethnopharmacology, v. 142, n.
3, p. 845-850, 2012.

DIETERICH, S.; BIELIGK, U.; BEULICH, K.; HASENFUSS, G.; PRESTLE, J. Gene
expression of antioxidative enzymes in the human heart: increased expression of catalase
in the end-stage failing heart. Circulation, v. 101, n. 1, p. 33-39, 2000.

FERRARI, F.C. Estudo fitoquimico da fracdo acetato de etila, avaliacdo da atividade
antiinflamatoria in vitro e in vivo da toxicidade em camundongos de Lychnophora
trichocarpha Spreng. Dissertacdo de Mestrado, Programa de Pos-Graduacdo em Ciéncias

Farmacéuticas, Universidade Federal de Ouro Preto. 2008.
86



FERRARI, F.C.; FERREIRA, L.C.; SOUZA, M.R.; GRABE-GUIMARAES, A.; PAULA, C.A.;
REZENDE, S.A.; SAUDE-GUIMARAES, D.A. Anti-Inflammatory Sesquiterpene Lactones
from Lychnophora trichocarpha Spreng. (Brazilian Arnica). Phytotherapy research, v. 27,
n. 3, p. 384-389, 2013.

FERRARI, F.C.; LIMA, R.D.C.L.; FERRAZ-FILHA, Z.S.; BARROS, C.H.; ARAUJO,
M.C.D.P.M.; SAUDE-GUIMARAES, D.A. Effects of Pimenta pseudocaryophyllus extracts
on gout: Anti-inflammatory activity and anti-hyperuricemic effect through xantine oxidase

and uricosuric action. Journal of ethnopharmacology, v. 180, p. 37-42, 2016.

FERRAZ-FILHA, Z.S.; FERRARI, F.C.; ARAUJO, M.C.D.P.M, BERNARDES, A.C.F.P.F.;
SAUDE-GUIMARAES, D.A. Effects of the Aqueous Extract from Tabebuia roseoalba and
Phenolic Acids on Hyperuricemia and Inflammation. Evidence-Based Complementary
and Alternative Medicine, v. 2017, 2017.

FERREIRA, A. L. A.; MATSUBARA, L. S. Radicais livres: conceitos, doencas relacionadas,
sistema de defesa e estresse oxidativo. Revista da associacdo meédica brasileira, v. 43,
n.1, p. 61-68, 1997.

GHANTOUS, A.; GALI-MUHTASIB, H.; VUORELA, H.; SALIBA, N.A.; DARWICHE, N. What
made sesquiterpene lactones reach cancer clinical trials?. Drug discovery today, v. 15, n.
15-16, p. 668-678, 2010.

GOBBO-NETO, L.; LOPES, N. P. Plantas medicinais: fatores de influéncia no contetido de

metabdlitos secundarios. Quimica nova, v. 30, n. 2, p. 374, 2007.

HALL, I.H.; SCOVILLE, J.P.; REYNOLDS, D.J.; SIMLOT, R.; DUNCAN, P. Substituted cyclic
imides as potential anti-gout agents. Life sciences, v. 46, n. 26, p. 1923-1927, 1990.

HOHMANN, M.S.N.; LONGHI-BALBINOT, D.T.; GUAZELLI, C.F.; NAVARRO, S.A;
ZARPELON, A.C.; CASAGRANDE, R.; ARAKAWA, N.S.; VERRI JR, W.A. Sesquiterpene
lactones: structural diversity and perspectives as anti-inflammatory molecules. In: Studies

in natural products chemistry. Elsevier, 2016. p. 243-264.

87



JOHNSON, R.J.; KANG, D.H.; FEIG, D.; KIVLIGHN, S.; KANELLIS, J.; WATANABE, S.;
TUTTLE, K.R.; RODRIGUEZ-ITURBE, B.; HERRERA-ACOSTA, J.; MAZZALI, M. Is there a
pathogenetic role for uric acid in hypertension and cardiovascular and renal
disease?. Hypertension, v. 41, n. 6, p. 1183-1190, 2003.

KELES, L.C.; MELO, N.I.D.; AGUIAR, G.D.P.; WAKABAYASHI, K.A.L.; CARVALHO,
C.E.D.; CUNHA, W.R.; CROTTI, A.E.M.; LOPES, J.L.C.; LOPES, N.P. Lychnophorinae
(Asteraceae): a survey of its chemical constituents and biological activities. Quimica Nova,
v. 33, n. 10, p. 2245-2260, 2010.

KHANNA, D.; FITZGERALD, J.D.; KHANNA, P.P.; BAE, S.; SINGH, M.K.; NEOGI, T.;
PILLINGER, M.H.; MERILL, J.; LEE, S.; PRAKASH, S.; KALDAS, M.; GOGIA, M.; PEREZ-
RUIZ, F.; TAYLOR, W.; LIOTE, F.; CHOI, H.; SINGH, J.A.; DALBETH, N.; KAPLAN, S ;
NIYYAE, V.; JONES, D.; YAROWS, S.A.; ROESSLER, B.; KERR, G.; KING, C.; LEVY, G,;
FURST, D.E.; EDWARDS, N.L.; MANDELL, B.; SCHUMACHER, H.R.; ROBBINS, M.;
WENGER, N.; TERKEULTAUB, R. American College of Rheumatology guidelines for
management of gout. Part 2: therapy and antiinflammatory prophylaxis of acute gouty
arthritis. Arthritis care & research, v. 64, n. 10, p. 1447-1461, 2012.

KRISHNAN, E. Inflammation, oxidative stress and lipids: the risk triad for atherosclerosis in
gout. Rheumatology, v. 49, n. 7, p. 1229-1238, 2010.

KONG, L.D.; ZHANG, Y.; PAN, X.; TAN, R.X.; CHENG, C.H.K. Inhibition of xanthine oxidase
by liquiritigenin and isoliquiritigenin isolated from Sinofranchetia chinensis. Cellular and
Molecular Life Sciences CMLS, v. 57, n. 3, p. 500-505, 2000.

KUO, C.F.; GRAINGE, M.J.; ZHANG, W.; DOHERTY, M. Global epidemiology of gout:
prevalence, incidence and risk factors. Nature reviews rheumatology, v. 11, n. 11, p. 649,
2015.

KYDD, A.S.; SETH, R.; BUCHBINDER, R.; EDWARDS, C.J.; BOMBARDIER, C. Uricosuric

medications for chronic gout. Cochrane Database Systematic Reviews, v. 11, 2013.

LAURELLA, L.C.; CERNY, N.; BIVONA, A.E.; ALBERTI, A.S.; GIBERTI, G.; MALCHIODI,

E.L.; MARTINO, V.S.; CATALAN, C.A.; ALONSO, M.R.; CAZORLA, S.l.; SULSEN, V.P.
88



Assessment of sesquiterpene lactones isolated from Mikania plants species for their
potential efficacy against Trypanosoma cruzi and Leishmania sp. PLoS neglected tropical
diseases, v. 11, n.9, e0005929, 2017.

LE BARS, D.; GOZARIU, M.; CADDEN, SW. Animal models of
nociception. Pharmacological reviews, v. 53, n. 4, p. 597-652, 2001.

LOWRY, O.H.; ROSEBROUGH, N.J.; FARR, A.L.; RANDALL, R.J. Protein measurement
with the Folin phenol reagent. Journal of biological chemistry, v. 193, n. 1, p. 265-275,
1951.

MARKLUND, S.; MARKLUND, G. Involvement of the superoxide anion radical in the
autoxidation of pyrogallol and a convenient assay for superoxide dismutase. European
journal of biochemistry, v. 47, n. 3, p. 469-474, 1974.

MCINNES, G. T.; LAWSON, D. H.; JICK, H. Acute adverse reactions attributed to allopurinol
in hospitalised patients. Annals of the Rheumatic Diseases, v. 40, n. 3, p. 245-249, 1981.

MOHAMMAD, S.; GIATTINO, S. L.; KEENAN, R. T. Current and emerging therapies for
gout. Current Treatment Options in Rheumatology, v. 1, n. 2, p. 143-155, 2015.

MOLLER, K.A.; JOHANSSON, B. O.; BERGE, O.G. Assessing mechanical allodynia in the
rat paw with a new electronic algometer. Journal of neuroscience methods, v. 84, n. 1-2,
p. 41-47, 1998.

MULLER, C. M. S. Efeitos do extrato etandlico de Lychnophora pinaster e de seus
constituintes quimicos na hiperuricemia e gota. Dissertacédo de Mestrado, Programa de Pos-

Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Ouro Preto. 2017.

MURAOKA, S.; MIURA, T. Inhibition by uric acid of free radicals that damage biological
molecules. Pharmacology and toxicology, v. 93, n. 6, p. 284-289, 2003.

MURUGAIYAH, V.; CHAN, K. Mechanisms of antihyperuricemic effect of Phyllanthus niruri
and its lignan constituents. Journal of ethnopharmacology, v. 124, n. 2, p. 233-239, 2009.

89



NATHAN, C. Neutrophils and immunity: challenges and opportunities. Nature reviews

immunology, v. 6, n. 3, p. 173, 2006.

NAUDI, A.; JOVE, M.; AYALA, V.; CASSANYE, A.; SERRANO, J.; GONZALO, H.; BOADA,
J.; PRAT, J.; PORTERO-OTIN, M.; PAMPLONA, R. Cellular dysfunction in diabetes as
maladaptive response to mitochondrial oxidative stress. Experimental Diabetes Research,
v. 2012, 2012.

NELSON, D. L.; COX, M. M. Principios de bioquimica de Lehninger. 2. ed. Porto Alegre:
Artmed Editora, 2014.

NERI, E. Gota e artrite gotosa. 2011. Disponivel em <
https://ortopediasp.wordpress.com/tag/tofo-gotoso/>. Acesso em 22/01/2018.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M. Natural products as sources of new drugs from 1981 to
2014. Journal of natural products, v. 79, n.3, p. 629-661, 2016.

PAULA, JAM.; SILVA, M.R.R.; COSTA, M.P.; DINIZ, D.G.A.; SA, F.A.S.; ALVES, S.F.;
COSTA, E.A.; LINO, R.C.; PAULA, J.R. Phytochemical Analysis and Antimicrobial,
Antinociceptive, and Anti-Inflammatory Activites of Two Chemotypes of Pimenta
pseudocaryophyllus (Myrtaceae). Evidence-Based Complementary and Alternative
Medicine, v.15, 2012.

PUIG, J. G.; MARTINEZ, M. A. Hyperuricemia, gout and the metabolic syndrome. Current
opinion in rheumatology, v. 20, n. 2, p. 187-191, 2008.

RABELO, A. C. S. Baccharis trimera protege contra a hepatotoxicidade induzida pelo etanol

em células HepG2 e em ratos. Dissertacdo de mestrado — NUPEB/UFOP, 2017.

RAMONDA, R.; OLIVIERO, F.; GALOZZI, P.; FRALLONARDO, P.; LORENZIN, M.;
ORTOLAN, A.; SCANU, A.; PUNZI, L. Molecular mechanisms of pain in crystal-induced
arthritis. Best Practice & Research Clinical Rheumatology, v. 29, n. 1, p. 98-110, 2015.

REINDERS, M.K.; VAN ROON, E.N.; HOUTMAN, P.M.; BROWERS, J.R.; TIM, L.T.A.

Biochemical effectiveness of allopurinol and allopurinol-probenecid in previously
90



benzbromarone-treated gout patients. Clinical rheumatology, v. 26, n. 9, p. 1459-1465,
2007.

REUTER, S.; GUPTA, S.C.; CHATURVEDI, M.M.; AGGARWAL, B.B. Oxidative stress,
inflammation, and cancer: how are they linked?. Free Radical Biology and Medicine, v.
49, n. 11, p. 1603-1616, 2010.

RODRIGUEZ, E.; TOWERS, G.H.N.; MITCHELL, J.C. Biological activities of sesquiterpene
lactones. Phytochemistry, v. 15, n. 11, p. 1573-1580, 1976.

RUNGELER, P.; CASTRO, V.; MORA, G.; GOREN, N.; VICHNEWSKI, W.; PAHL, H.L.;
MERFORT, I.; SCHMIDT, T.J. Inhibition of transcription factor NF-kB by sesquiterpene
lactones: a proposed molecular mechanism of action. Bioorganic & medicinal chemistry,
V. 7,n. 11, p. 2343-2352, 1999.

SAAG, K.G.; MIKULS, T.R. Recent advances in the epidemiology of gout. Current
rheumatology reports, v. 7, n. 3, p. 235-241, 2005.

SAUDE, D.A.;: RASLAN, D.S.; DE SOUZA, J.D.; DE OLIVEIRA, A.B. Constituents from the
aerial parts of Lychnophora trichocarpha. Fitoterapia, v. 69, p. 90-90, 1998.

SAUDE-GUIMARAES, D.A.; RASLAN, D.S.; DE OLIVEIRA, A.B. In vitro antitumor activity
of sesquiterpene lactones from Lychnophora trichocarpha. Revista Brasileira de Plantas
Medicinais, v. 16, n. 2, p. 275-282, 2014.

SAUTIN, Y.Y.; NAKAGAWA, T.; ZHARIKOV, S.; JOHNSON, R.J. Adverse effects of the
classic antioxidant uric acid in adipocytes: NADPH oxidase-mediated oxidative/nitrosative
stress. American Journal of Physiology-Cell Physiology, v. 293, n. 2, p. C584-C596,
2007.

SHERRINGTON, C.S. Flexion-reflex of the limb, crossed extension-reflex, and reflex

stepping and standing. The Journal of physiology, v. 40, n. 1-2, p. 28-121, 1910.

91



SITI, H.N.; KAMISAH, Y.; KAMSIAH, J. The role of oxidative stress, antioxidants and
vascular inflammation in cardiovascular disease (a review). Vascular pharmacology, v. 71,
p. 40-56, 2015.

SMITH, E. U. R.; DIAZ-TOME, C.; PEREZ-RUIZ, F.; MARCH, L.M. Epidemiology of gout:
an update. Best Practice & Research Clinical Rheumatology, v. 24, n. 6, p. 811-827,
2010.

SMITH, E.; HOY, D.; CROSS, M.; MERRIMAN, T.R.; VOS, T.; BUCHBINDER, R.; WOOLF,
A.; MARCH, L. The global burden of gout: estimates from the Global Burden of Disease
2010 study. Annals of the rheumatic diseases, p. annrheumdis-2013-204647, 2014.

THOLL, D. Biosynthesis and biological functions of terpenoids in plants. In: Biotechnology

of isoprenoids. Springer, Cham, 2015. p. 63-106.

UGOLINE, B.C.A.; DE SOUZA, J.; FERRARI, F.C.; FERRAZ-FILHA, Z.S.; COELHO, G.B;;
SAUDE-GUIMARAES, D.A. The influence of seasonality on the content of goyazensolide
and on anti-inflammatory and anti-hyperuricemic effects of the ethanolic extract of
Lychnophora passerina (Brazilian arnica). Journal of ethnopharmacology, v. 198, p. 444-
450, 2017.

VALKO, M.; LEIBFRITZ, D.; MONCOL, J.; CRONIN, M.T.; MAZUR, M. TELSER, J. Free
radicals and antioxidants in normal physiological functions and human disease. The

international journal of biochemistry & cell biology, v. 39, n. 1, p. 44-84, 2007.

YOSHIOKA, H.; MABRY, T.J.; TIMMERMAN, B.N. Sesquiterpene Lactones: Chemistry,
NMR and Plant Distribution. University of Tokyo Press, p. 134, 1973.

YU, K.H.; KUO, C.F,; LUO, S.F.; SEE, L.C.; CHOU, IJ.; CHANG, H.C.; CHIOU, M.J. Risk
of end-stage renal disease associated with gout: a nationwide population study. Arthritis
research & therapy, v. 14, n. 2, p. R83, 2012.

ZHU, J. X.; WANG, Y.; KONG, L.D.; YANG, C.; ZHANG, X. Effects of Biota orientalis extract

and its flavonoid constituents, quercetin and rutin on serum uric acid levels in oxonate-

92



induced mice and xanthine dehydrogenase and xanthine oxidase activities in mouse

liver. Journal of ethnopharmacology, v. 93, n. 1, p. 133-140, 2004.

93



10. ANEXOS

10.1. Certificado de aprovacao do protocolo ceua 2016/54

MIHNISTERIO DA EDUCAGAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE OURO PRETO

COMISSAD DE ETICA NO USD DE ANIMAIS
Campus Universitarno - Momo do Cruzeieo — ICEEH, Sala 28
3400000 - Curo Predo - MG - Brasl
Fores (3} 3339 -1308 Faxc (31) 3338-1370
Emal: paugiBorooo ulop by

OFICIO CEUA N°. 054/2017, de 06 de Abrll de 2017

llustrissima({a) Senhor{a)
Professon(a) Dowvtor{a) Dénla Antunes Saude Gulmardes
ClPharma

Senhor|a) Pesguisador|a),

Estamos enviando o cerificado de aprovagdo a partir do protocolo nf.
2016/54, infitulado “Avaliogde do efelto de loctonas sesquilerpénicas na
excrecdo do decido Urco e esiresse oxidafive em ratos wistar e na arfrite gofosa
induzida em camundongos C57BL/&".

2. Atendendo ao art. 4%, IX, da Resolugcdo NMormativa CONCEA n® 1, de
0%.07 2010, solicitormos gue encaminhe a CEUASUROP o relatario final do projeto.
apds execuia-lo, conforme modelo do sife da CEUA.

Afencicsamente,

A m
L7 &
Prof.” Dr.* Pawia o de Abreu Vielra
Coordenadora da CEUA/UFOP.
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