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RESUMO
A gota é uma artrite inflamatéria aguda decorrente da deposicéo de cristais de urato
monossodico nas articulacdes e tecidos. A elevagdo dos niveis séricos de acido Urico
no sangue pode ocasionar a precipitacdo em forma de cristais de urato monossodico
e desencadear processos inflamatorios resultando em quadros de artrite e gota aguda.
Esta artrite inflamatoria apresenta uma prevaléncia estimada de 1 a 4% na populagéo
adulta dos paises desenvolvidos, comprometendo a atividade laboral do individuo
afetado e sobrecarregando o sistema de saude. O tratamento das crises inflamatérias
agudas envolve o uso de anti-inflamatorios ndo esteroidais ou colchicina ou
corticoides. Porém, esses farmacos possuem varios efeitos adversos indesejaveis,
entre eles, gastrointestinais, cardiovasculares, renais e articulares. Assim, agentes
eficazes e bem tolerados s@o necessarios. A inflamacédo aguda € definida por um
recrutamento inicial de neutrofilos que promovem o reconhecimento inicial do agente
inflamatorio e leva a producdo de uma variedade de mediadores inflamatorios. As
pesquisas utilizando plantas medicinais encontram-se em amplo desenvolvimento,
devido aos diversos constituintes quimicos nelas presentes 0s quais apresentam
variada atividade biolégica. A Casearia sylvestris € uma planta brasileira popularmente
conhecida como guacatonga, que possui ampla utilizacdo na medicina popular devido
a sua atividade anti-inflamatéria. Devido as diversas acdes terapéuticas que
apresenta, ela consta na RENISUS, fato que estimulou o estudo e conhecimentos de
suas propriedades biolégicas como forma de assegurar suas aplicacdes terapéuticas.
O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito anti-inflamatério do extrato
etandlico das folhas da C. sylvestris sobre a migracdo de neutréfilos no modelo de
artrite gotosa induzida na articulagdo fémur-tibial de camundongos C57BL/6 por
cristais de urato monossodico. O tratamento dos animais com o extrato etandlico da
C. sylvestris inibiu a migracédo de neutroéfilos para a articulagdo fémur-tibial em todas
as doses avaliadas, resultando no efeito anti-inflamatdrio. Esses resultados sugerem
que o extrato etandlico da C. sylvestris € um candidato promissor para o
desenvolvimento de um novo insumo farmacéutico ativo vegetal e também pode ser

fonte de novos farmacos para o tratamento da inflamacao e da gota aguda.

Palavras chaves: Casearia sylvestris, guacatonga, inflamacéo, neutrofilos, gota

aguda.



ABSTRACT
Gout is an acute inflammatory arthritis resulting from the deposition of monosodium
urate crystals in joints and tissues. Elevated serum levels of uric acid in the blood can
cause precipitation in the form of monosodium urate crystals and trigger inflammatory
processes resulting in arthritis and acute gout. This inflammatory arthritis has an
estimated prevalence of 1 to 4% in the adult population of developed countries,
compromising the affected individual's work activity and overloading the healthcare
system. Treatment of acute inflammatory crisis involves the use of non-steroidal anti-
inflammatory drugs or colchicine or corticosteroids. However, these drugs have several
undesirable adverse effects as gastrointestinais, cardiovascular, renal and joint.
Therefore, effective and well-tolerated agents are needed. Acute inflammation is
defined by an initial recruitment of neutrophils that promote the initial recognition of the
inflammatory agent and leads to the production of a variety of inflammatory mediators.
Research using medicinal plants is undergoing extensive development, due to the
different chemical constituents present in them, which have varied biological activity.
Casearia sylvestris is a Brazilian plant popularly known as guagatonga, which is widely
used in popular medicine due to its anti-inflammatory activity. Due to the diverse
therapeutic actions it presents, it is included in the RENISUS list of plants, a fact that
encourages the study and knowledge of its biological properties as a way of ensuring
its therapeutic applications. The present work aimed to evaluate the anti-inflammatory
effect of the ethanolic extract of C. sylvestris leaves on the migration of neutrophils in
the model of gouty arthritis induced in the femur-tibial joint of C57BL/6 mice by
monosodium urate crystals. Treatment of animals with the ethanolic extract of C.
sylvestris inhibited the migration of neutrophils to the femur-tibial joint at all doses
evaluated, resulting in an anti-inflammatory effect. These results suggest that the
ethanolic extract of C. sylvestris is a promising candidate for the development of a new
active plant pharmaceutical ingredient and can also be a source of new drugs for the

treatment of inflammation and acute gout.

Keywords: Casearia sylvestris, guagatonga, inflammation, neutrophils, acute gout.
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1 INTRODUCAO
A utilizacdo de plantas com propriedades medicinais é uma atividade que

remonta desde a antiguidade, sendo este habito passado de geracdo para geracgao.
Desse modo, pode-se dizer que dois tercos da populacdo do planeta fazem uso de
plantas muitas vezes como 0 Unico recurso terapéutico. Neste contexto, existem
diversas pesquisas sobre os componentes presentes nestas plantas associados a
cura de diversas patologias (ARGENTA et al., 2011).

A Casearia sylvestris € uma planta pertencente a familia Salicaceae e é
encontrada em regides tanto tropicais como subtropicais do Brasil, tendo seu uso
muito difundido na medicina popular em decorréncia de suas propriedades
terapéuticas, incluindo a gota. Na literatura, ja foram comprovados diversos efeitos
terapéuticos para a Casearia sylvestris, 0os quais se enquadram: anti-inflamatérios,
antiespasmadicos e anti tlcera (ARGENTA et al., 2011; FRANCESE, 2020).

A gota é um disturbio metabolico caracterizado por elevadas concentracdes de
acido arico no sangue, sendo esta condicdo designada hiperuricemia. A hiperuricemia
pode causar depdsito de cristais de urato monossodico nos tecidos, principalmente no
tecido sinovial das articulagdes, nos 0ss0s, nos rins e na pele, independentemente da
presenca ou auséncia de manifestacbes clinicas (AZEVEDO et al.,, 2017). A
hiperuricemia nem sempre leva a gota, mas a gota sempre € precedida pela
hiperuricemia. (WHALEN et al., 2016).

A reacéo inflamatdéria nas articulagdes resulta na liberacao de mediadores pro-
inflamatorios, dentre eles os neutréfilos. Os neutrofilos sdo os granulécitos de defesa
mais abundantes e, em geral, sdo as primeiras células que chegam ao local da leséao.
(BRUTON e HILAL-DANDAN, 2018). Eles séo especializados em fagocitar e destruir
0s patdégenos.

As intervencdes terapéuticas agudas visam ao tratamento sintomatico das
crises de gota por meio do uso de agentes anti-inflamatérios, como os anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES), colchicina e corticosteroides, para inibirem a
ativacao de neutrofilos e mondcitos.

Os tratamentos para a gota cronica envolvem o uso de farmacos como
alopurinol e febuxostate para diminuirem o0s niveis plasméticos de urato ao
restabelecerem o equilibrio entre sintese e excrecdo de urato. No Brasil, apenas o

alopurinol é aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) para o
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tratamento da gota crbnica. Ainda, existem 0s agentes uricosuricos como a
probenecida, a benzbromarona e a sulfimpirazona que aumentam a excrecéao renal
de urato (GOLAN et al., 2014). Entretanto, existem poucos farmacos disponiveis para
tratamento da hiperuricemia, além deles possuirem diversos efeitos colaterais dentre
eles, reacdes gastrintestinais (diarreias, ulceras no intestino) e, ainda, cefaleia frontal,
tonturas e delirios (BRUTON e HILAL-DANDAN, 2018).

Os derivados de fontes naturais podem ser obtidos de extratos vegetais (SILVA
et al., 2021). Neste contexto e tendo em vista 0s possiveis problemas que os anti-
inflamatorios podem provocar, cresce 0 interesse em encontrar novos agentes
terapéuticos anti-inflamatoérios de fonte natural.

Justifica-se, assim, a importancia do estudo e da pesquisa sobre plantas
medicinais a fim de que se obtenha novos Insumos Farmacéuticos Ativos Vegetais
(IFAVs) para a elaboracdo de medicamentos fitoterapicos e novos farmacos que
apresentem maior eficicia, seguranca e menos efeitos adversos no tratamento da
gota.

Vale a pena destacar que o Laboratério de Plantas Medicinais (LAPLAMED) da
Universidade Federal de Ouro Preto é pioneiro no Brasil na pesquisa de plantas

medicinais para o tratamento da gota.

2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Fisiopatologia da gota

A gota é um disturbio metabdlico caracterizado por concentracdes elevadas de
acido drico no sangue (6mg/dl em mulheres e 7mg/dl em homens), condicéo
conhecida como hiperuricemia. A elevacgédo dos niveis de acido Urico sérico, é fator de
risco para diversas doencas, dentre elas a artrite gotosa, uma patologia decorrente do
acumulo e depdésito de urato monossodico nas articulagdes. Além do tecido sinovial
das articulagbes, o depdsito de urato pode ocorrer nos 0sSso0s, nos rins e na pele,
independentemente da presenca ou auséncia de manifestacdes clinicas associadas
(AZEVEDO et al., 2017).

A hiperuricemia é causada por um desequilibrio entre a produgéo excessiva de
acido urico devido ao alto indice de metabolismo das purinas e/ou pela incapacidade
do paciente de excretar este composto por via renal. O catabolismo das purinas,
adenina e guanina, produz &cido urico (Figura 1, pagina 11). Em condicdes

fisiol6gicas, o0 acido Urico é majoritariamente ionizado e se apresenta no plasma como
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urato de sodio. Uma concentracdo de urato sérico elevada é conhecida como

hiperuricemia.

Q 0
HN H pKa =5§,75 H
| >£E S HN | >70_ "
O)\N N ) )\ N/
H H H* O H
Acido trico fon urato

Figura 1: Acido rico e ion urato
Fonte: Allan Gaw et al. (2015)

Em média é necesséario excretar 700 mg ao dia de &cido drico para que se
mantenha a concentracdo do acido Urico em niveis que impliguem em risco de levar
a deposicao (NETO, 2016). Cabe destacar que a hiperuricemia nem sempre leva a
gota, mas a gota sempre é precedida pela hiperuricemia (WHALEN, et al., 2016).

A prevaléncia de hiperuricemia se destaca entre os homens, principalmente em
individuos com sobrepeso ou obesos, com vida sedentaria e que fazem ingestao de
alimentos ricos em purinas e de bebidas alcodlicas com frequéncia, sendo que
apresenta 5-28/1000 homens comparado com 1-6/1000 mulheres (SBR, 2022). O
predominio dessa patologia é de 95% em homens, aumentando entre os 40-60 anos
e em negros (CARVALHO, 2010). As mulheres raramente desenvolvem gota antes da
menopausa e geralmente tem mais de 60 anos de idade quando a desenvolvem (SBR,
2022). A hiperuricemia € alta em pacientes com sindrome metabdlica, que é o conjunto
de fatores de risco ao desenvolvimento de doencgas cardiovasculares, diabetes e
obesidade (PUIG e MARTINEZ, 2008; BERNARDES, 2018).

A gota ocorre mais comumente nas articulagfes periféricas. O urato € menos
soltvel em temperaturas mais baixas, o que pode explicar a distribuicéo periférica dos
depasitos de cristais do urato (GOLAN et al., 2014).

Quando o limite fisiologico de solubilidade de urato é alcancado, pode haver a
formacéao e precipitacdo de cristais de urato de monossédico (UMS) nas articulacdes,
e quando ha recorréncia de crises agudas de gota podem ocorrer o aparecimento de
tofos gotosos (Figura 2, pagina 12). Os tofos gotosos sdo nodulos cutaneos,
eventualmente associados a crises de gota recidivantes que podem levar a destruicao
articular. Eles sdo visiveis, palpaveis e indolores, podendo estar presentes em
superficies digitais e nas orelhas, com coloracdo amarelada quando superficialmente
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sob a pele. (DOS SANTOS, 2021). No entanto, eles se localizam preferencialmente

sobre joelhos, cotovelos, dedos e pavilhdo auricular (NETO, 2016).

Figura 2: Gota tofacea crénica
Fonte: Dos Santos (2021)

Ressalta-se, ainda, que varios fatores podem contribuir para a formacéo de
cristais de acido Urico nos rins, nos ureteres ou na propria bexiga, quando a pessoa
ingere alimentos com alta concentracéo de purinas, como, por exemplo, carnes, frutos
do mar e visceras; alto consumo de bebidas alcoodlicas; ingestdo de liquidos
insuficientes para que a urina possa dissolver todo o &cido Urico; e anormalidades
metabdlicas, como, por exemplo, a incapacidade do organismo de tornar a urina
menos acida (SBR, 2022).

O metabolismo do acido urico € desencadeado de forma irreversivel pela
xantina oxidase. Esta enzima catalisa a reacdo de sintese de acido urico a partir de
hipoxantina e xantina, nas ultimas etapas do metabolismo de purinas. Nesse sentido,
as purinas monofosfato de adenosina (AMP) e monofosfato de guanosina (GMP) séo
metabolizadas em hipoxantina e xantina, respectivamente. A hipoxantina formada se
transforma em xantina pela acdo da xantina oxidase. A xantina, por sua vez, sofre
uma acao irreversivel da enzima xantina oxidase se transformando em acido urico e,
finalmente, em urato de sédio (Figura 3, pagina 13) (DOS SANTOS, 2021).
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Figura 3: Catabolismo das purinas
Fonte: Adaptado de Lehninger, 2008

Os seres humanos se distinguem de outros mamiferos pela auséncia da
enzima hepatica uricase, responsavel por converter o 4cido Urico em alantoina que é
facilmente excretada na urina. Desse modo, a auséncia da uricase junto com a
extensa reabsorcao de acido Urico nos tubulos proximais renais resulta em elevados
niveis de urato na corrente sanguinea. A uricase ndo esta presente nos humanos
devido a inativacdo do gene responsavel pela sua sintese, ocorrida no processo de
evolucdo dos primatas (JOHNSON et al., 2003; BERNARDES, 2018). A maioria dos
uratos sdo produzidos no figado, sendo provenientes do metabolismo tanto das
proteinas enddgenas quanto das exdgenas (GAW et al., 2015).

Quando um individuo apresenta a taxa de acido arico acima de 6 mg/dl em
mulheres e 7 mg/dl em homens pode-se entédo afirmar que ha hiperuricemia. A terapia
farmacoldgica assim como a ndo farmacoldgica € necesséaria para o controle e
prevencdo das crises da gota, visando a melhoria geral do estado de saude e
qualidade de vida dos cidadaos (SHEIKH, 2015). Nesse sentido, a maioria das
estratégias terapéuticas contra a gota envolve a redugéo do nivel de 4cido Urico abaixo
do ponto de saturagao, prevenindo, dessa maneira, a deposi¢éo dos cristais de urato.
Este objetivo pode ser alcancado mediante o uso de agentes farmacologicos que
interfiram na sintese de acido Urico ou no aumento da sua excrecdo (AZEVEDO, et
al., 2017).
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2.2 Reacdo inflamatoria e migracao de neutrofilos

O sistema imunologico consiste em uma rede complexa de orgaos, células e
moléculas e sua finalidade é manter a homeostasia do corpo, combatendo as
agressoes em geral. Dessa forma, a primeira linha de defesa do organismo contra
danos nos tecidos € uma resposta inflamatoria, um processo biolégico complexo que
inclui componentes vasculares, celulares e uma diversidade de substancias soluveis.
Além disso, sdo manifestados sintomas clinicos de vermelhidédo caracteristica, calor,
edema, dor e perda da funcdo (CRUVINEL et al., 2010).

De acordo com Golan e colaboradores (2014), os mediadores inflamatorios
liberados em decorréncia da lesdo de um tecido dilatam arteriolas e vénulas pés-
capilares. Em decorréncia da vasodilatacdo o resultado é o aumento do fluxo
sanguineo para o local da leséo, produzindo os sinais clinicos de vermelhidao e calor.
Mediadores inflamatérios também causam contracdo de células endoteliais
vasculares, levando ao aumento da permeabilidade capilar e formacao de exsudato,
que por sua vez, produz as manifestacées clinicas de edema. J4 a dor € consequéncia
de aumento de presséo tecidual e acdo de varios mediadores inflamatorios.

A imunidade inata € caracterizada como a primeira linha de defesa do
organismo e ela funciona em conjunto com a imunidade adaptativa. Ela é
caracterizada por uma resposta rapida a agressdo a patdogenos a qual se torna
imediatamente disponivel para conter o processo inflamatorio ou infeccioso. Seus
mecanismos de defesa incluem barreiras fisicas, quimicas e biolégicas, componentes
celulares e moléculas solaveis (CRUVINEL et al., 2010). Para que ela aconteca de
forma eficaz é preciso que ocorram varias etapas intimamente integradas e
constituidas pelos diferentes componentes desse sistema. Na primeira fase, o sistema
vascular ao redor do local da lesé&o responde ao recrutamento de células do sistema
imunoldgico. Desse modo, as células imunes circulantes migram desses vasos para
o tecido danificado, e os mecanismos de imunidade inata e adaptativa sdo usados
para neutralizar e remover o estimulo desencadeante. Entdo comeca o processo de
regeneracdo e cura dos tecidos e, finalmente, ha a interrupcdo do processo
inflamatoério agudo. Assim, se a inflamagé&o néo for detida e permanecer latente pode
ocorrer inflamacéo crénica (GOLAN et al., 2014).

Os principais tipos de células efetoras do sistema imune inato incluem

granulécitos (neutrofilos, eosinodfilos e basofilos), mastocitos, células apresentadoras
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de antigeno (GOLAN et al., 2014) e células Natural Killer — NK (CRUVINEL et al.,
2010).

Os neutrodfilos sdo os leucdcitos granuldcitos mais abundantes no sangue
periférico (BRUTON e HILAL-DANDAN, 2018). “Granuldcito” € termo descritivo, que
se baseia no aspecto dos granulos citoplasmaticos existentes no interior dessas
células (GOLAN et al.,, 2014). Os granulos citoplasmaticos caracteristicos dessas
células contém substancias capazes de potencializar a inflamacé&o no local da leséo.
Primariamente, essas células envolvem o0s agentes agressores em vesiculas
fagociticas e, logo apds, os destroem por meio da utilizacdo de enzimas como a
mieloperoxidase no interior dessas proprias vesiculas (BRUTON e HILAL-DANDAN,
2018).

A reacdo inflamatéria nas articulagdes tem como consequéncia um estresse
oxidativo nas células de defesa, em que séo liberados mediadores pré-inflamatorios,
gue auxiliam no recrutamento dos neutrdfilos. Os neutrdéfilos sdo os granulécitos de
defesa mais abundantes e, em geral, sdo as primeiras células que chegam ao local
da lesdo. Eles sdo responsaveis por fagocitarem os depdsitos de cristais de urato
(CRUVINEL et al., 2010).

Na artrite gotosa, a deposicdo ou a liberacdo dos cristais pré-formados iniciam
uma atividade inflamatoria devido a infiltracdo de neutréfilos, mondécitos e macrofagos
(DOS SANTOS, 2021). Entéo, os neutrofilos secretam mediadores inflamatorios que
diminuem o pH local e determinam uma precipitacdo adicional de urato (BRUTON e
HILAL-DANDAN, 2018).

Como mostra a figura 4 (pagina 16), durante uma crise aguda de gota, o urato
monossodico (UMS) liga-se a receptores semelhantes a toll (TLR) nos mondcitos (1).
A ativacdo dos TLR inicia a fagocitose de cristais de UMS (2), com montagem
subsequente de enzimas de resposta inflamatéria intracelular designadas como
inflamassomo (3). A montagem do NALP-3 inflamassomo ativa a caspase 1, uma
enzima que cliva a pré-IL-1p inativa na citocina ativa, a IL-18 (4). A IL-1B é liberada
no espaco extracelular, no qual se liga a receptores expressos nas células endoteliais.
A ativacdo subsequente das células endoteliais (5) leva a liberacdo de fatores
guimiotaticos, como a IL-8 (6), que recrutam neutréfilos (7). Os mediadores pré-
inflamatorios liberados pelas células endoteliais ativadas e neutrofilos completam uma
alca de retroalimentacao positiva de liberacdo adicional de IL-1B, ativagao endotelial
e recrutamento de neutrdfilos (8) (GOLAN et al., 2014).
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Figura 4. Mecanismos da resposta inflamatoria aos cristais de urato
Fonte: Golan et al, 2014

2.3 Tratamento da hiperuricemia

A maioria das estratégias terapéuticas contra a gota esté relacionada a reducéo
do nivel de &cido urico abaixo do ponto de saturacéo (6 mg/dl para mulheres e 7mg/dl
para homens), prevenindo, dessa maneira, a deposi¢cdo dos cristais de urato nos
tecidos. Este fato pode ser alcangado por meio do uso de agentes que interfiram na
sintese de &cido Urico ou no aumento da sua excre¢do (AZEVEDO et al., 2017).

Os ataques agudos de gota e a subsequente inflamacdo podem derivar de
varias condicdes, incluindo consumo excessivo de alcool, dieta rica em purinas e

doenca renal (WHALEN, 2016). Qualquer variavel capaz de diminuir a solubilidade do
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urato pode promover o depdsito de cristais de urato (GOLAN et al., 2014). Neste
contexto, as estratégias para tratar a gota e a hiperuricemia envolvem o uso de
agentes farmacoldgicos e nao-farmacolédgicos para prevenir e tratar as crises agudas
de inflamacdo, a utilizacdo de um inibidor da xantina oxidase para reduzir a producao
de urato ou o0 uso de um agente uricosurico para aumentar a excrecao de acido urico
(AZEVEDO et al., 2017).

As medidas ndo farmacoldgicas sdo uma forma de prevenir as crises agudas
de gota. Dessa maneira, pode-se ter baixa ingestdo de bebidas alcodlicas, em
especial a cerveja, alimentos ricos em nucleotideos e acidos nucleicos, como: carnes,
peixes, frutos do mar, figado ou produtos glandulares. Outra medida se relaciona a
substituicdo de diuréticos tiazidicos por outras medicacdes anti-hipertensivas, uma
vez que os farmacos dessa classe podem precipitar 0 aumento de &cido Urico no
sangue (DOS SANTOS, 2021).

O tratamento da gota aguda tem como objetivo controlar a dor e utiliza farmacos
que limitam a inflamacdao articular. Os farmacos mais utilizados na pratica clinica séo
0s AINES, os glicocorticoides e a colchicina (GOLAN et al., 2014).

Os AINES inibem a cicloxigenase (COX) e, portanto, inibem a sintese de
prostaglandinas e tromboxano sendo efetivos para a maioria das crises agudas de
gota. Na pratica clinica, a indometacina € um dos AINES utilizados com maior
frequéncia no tratamento das crises agudas de gota. (GOLAN et al, 2014). No entanto,
os AINEs apresentam diversos efeitos adversos que envolvem o trato gastrointestinal
(TGI) (gastrite, sangramento, perfuracdo), os rins (necrose papilar renal, reducao da
depuracdo de creatinina), o sistema cardiovascular (elevacdo da presséo arterial,
retencdo de sédio e de liquidos) e sistema nervoso central (comprometimento da
fungcdo cognitiva, tonturas) (FERREIRA, 2017). Os inibidores seletivos da
cicloxigenase 2 (COX-2), como exemplo, o celecoxibe, constituem uma subcategoria
dos AINES que podem ser mais seguros para o estbmago embora a preocupacgao
acerca de seus efeitos adversos cardiovasculares limite seu uso a longo prazo
(GOLAN et al., 2014). Entretanto, devido a toxicidade renal e cardiovascular desses
medicamentos, seu uso deve ser cuidadosamente analisado e individualizado
(AZEVEDO et al., 2017).

A colchicina € um alcaloide natural que inibe a fagocitose de cristais de urato
monossadico, e as respostas imunes associadas com a imunidade celular. E eficaz

para o tratamento agudo, bem como para a profilaxia ao longo da manutencdo da
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uricemia (FERREIRA, 2017). Na articulacdo agudamente inflamada, a colchicina pode
alterar a motilidade dos neutrofilos e diminuir a secrecdo de fatores quimiotaticos e
anions superdéxidos pelos neutrofilos ativados (BRUTON e HILAL-DANDAN, 2018).
De acordo com Golan et al. (2014) os mecanismos de inibicdo dos neutrofilos pela
colchicina incluem: diminuicdo do trafego de particulas fagocitadas para o0s
lisossomos; liberacdo diminuida de fatores quimiotaticos; diminuicdo de motilidade e
adesdo dos neutrofilos; e diminuicdo da fosforilacdo da tirosina das proteinas dos
neutréfilos, com consequente diminuicdo na sintese de leucotrieno B4. Ferreira (2017)
relata que devido a probabilidade de o sucesso diminuir se o tratamento for tardio, a
colchicina s6 deve ser usada dentro de 24 horas apds o inicio da crise. O trato
gastrointestinal é particularmente suscetivel a toxicidade da colchicina levando ao
aparecimento de efeitos adversos como: nauseas, vomitos, diarreia e dor abdominal
(BRUTON e HILAL-DANDAN, 2018).

Os glicocorticoides, por exemplo, a prednisolona, também séo utilizados e tém
eficacia e tolerancia semelhantes aos AINES. Eles exercem efeitos anti-inflamatorios
e imunossupressores poderosos ao inibirem numerosas etapas da resposta
inflamatoria do ataque agudo de gota (GOLAN et al., 2014). Podem ser administrados
de forma intramuscular ou intra-articular sendo estas com acédo mais rapida e efetiva
(FERREIRA, 2017). A administracdo intra-articular de corticosteroides deve ser feita
guando apenas uma ou duas articulagdes sao afetadas e o tratamento sistémico é
indicado para envolvimentos articulares mais disseminados (WHALEN, 2016). Sao
descritos inUmeros efeitos colaterais sistémicos dos glicocorticéides, entre eles os
principais sdo osteoporose, fraturas ésseas, fraqueza do musculo esquelético, atrofia
muscular principal, miopatia, dislipidemia, hipertenséo, resisténcia periférica a
insulina, hiperglicemia, retardo do crescimento em criangas, diminuicdo da libido,
impoténcia, supressdo do eixo HPA, hipocalemia, irritagdo géastrica, Ulcera péptica,
glaucoma, catarata, distirbios do sono, irritabilidade, depressdo e sindrome de
Cushing (TORRES et al., 2012).

O tratamento da gota crdnica tem por objetivo modificar 0 metabolismo das
purinas para obter concentragfes plasmaticas normais de urato. Por conseguinte, 0s
agentes farmacoldgicos utilizados no tratamento da gota crénica diminuem a producao
de urato ou aumentam sua depuracdo renal (AZEVEDO et al.,, 2017). A meta da

terapia para reducéo de urato consiste em alcancar e manter um nivel sérico de acido
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arico abaixo de 6 mg/dl e, de preferéncia inferior a 5 mg/dl se os sinais ou sintomas
persistirem (FERREIRA, 2017).

Os farmacos utilizados para inibir a xantina oxidase, a enzima que catalisa a
conversao de purinas em acido Urico sdo o alopurinol e o febuxostate. No entanto, o
febuxostate ndo teve seu uso aprovado pela ANVISA (AZEVEDO et al.,, 2017).
Quando a xantina-oxidase € inibida, os produtos de excrecdo do metabolismo das
purinas sdo a xantina e a hipoxantina, que sdo mais hidrossoliveis que o &cido urico
e apresentam menor probabilidade de formar depésitos de cristais. (AZEVEDO et al.,
2017). O alopurinol € a terapia de escolha, uma vez que é eficaz em cerca de 90%
dos pacientes, é administrado em dose Unica uma vez ao dia e possui baixo custo
(AZEVEDO et al., 2017). Este farmaco € analogo estrutural da xantina que ao inibir a
xantina oxidase diminui a concentragdo de &cido urico no sangue. A forma oxidada do
alopurinol, conhecida como oxipurinol, inibe a xantina oxidase, impedindo a
interconversdo do molibdénio no sitio ativo da enzima entre os estados de oxidacéo
+4 e +6, “congelando” essencialmente a enzima (GOLAN et al., 2014). O alopurinol &
bem tolerado pela maioria dos pacientes. Os efeitos adversos mais comuns se
relacionam a reagoes de hipersensibilidade, especialmente eritemas cutaneos. O risco
€ maior naqueles pacientes com funcao renal diminuida (WHALEN, 2016). Ele néo
deve ser administrado durante episddio agudo de gota, pois a interrupcdo da
homeostasia do urato pode agravar ou precipitar crises agudas de artrite gotosa.
Desse modo, um AINE, colchicina ou corticosteroides s&o frequentemente
coadministrados durante os primeiros 4 a 6 meses de tratamento com alopurinol para
reduzir a probabilidade de precipitar atague agudo de gota (GOLAN et al., 2014).

O febuxostate é um inibidor ndo purinico da xantina oxidase que diferentemente
do alopurinol, que inibe a forma reduzida da xantina oxidase, o febuxostate forma um
complexo estavel com a enzima tanto reduzida quanto oxidada e inibe a fungéo
catalitica em ambos os estados (BRUTON e HILAL-DANDAN, 2018). O perfil de
efeitos adversos é similar ao do alopurinol, embora o risco de urticaria e de reagdes
de hipersensibilidade seja reduzido. O febuxostate ndo tem o mesmo grau de
eliminacgao renal do alopurinol e, por isso, requer menor ajuste naqueles pacientes
com a funcgéo renal diminuida (WHALEN, 2016).

O Lesinurade é um novo medicamento aprovado recentemente pela ANVISA,
€ uma terapia combinada que age tanto na excre¢do quanto na producédo do acido

arico, proporcionando uma abordagem de duplo mecanismo que efetivamente reduz
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0 urato seérico e permite que um numero significativamente maior de pacientes atinja
e mantenha as metas do tratamento para controle da doenca (BRASIL, 2016).
Entretanto, ele apresenta uma adverténcia em tarja preta, devido ao risco de
insuficiéncia renal aguda, que € mais comum quando o farmaco é usado sem inibidor
da xantina oxidase. Além disso, possui efeitos adversos quanto a elevagdes nos niveis
sanguineos de creatinina, aumento no risco de nefrolitiase, cefaleia, sintomas
semelhantes aos da gripe e refluxo gastroesofagico (BRUTON e HILAL-DANDAN,
2018).

Os agentes uricosuricos, probenecida, benzbromarona e sulfimpirazona.
inibem o transportador de anions organicos 4 (OAT4) e o trocador de anion urato
renal 1 (URAT1), impedindo assim a reabsor¢do de acido Urico pelos rins e, em
consequéncia disso, diminuem os niveis de acido Urico sérico. Desse modo, com uma
menor concentracdo de acido Urico sérico, os cristais formados nos tecidos e
articulacées séo dissolvidos, diminuindo a longo prazo a formacéo de tofos gotosos
causados pelo depdésito de urato (KYDD et al., 2013; BERNARDES, 2018). Vale a
pena ressaltar que, no Brasil, somente a probenecida e a benzbromarona tem o uso
aprovado pela ANVISA e que a sulfimpirazona nao esta disponivel (AZEVEDO et al.,
2017).

A pegloticase, que também nao esta disponivel no Brasil, € uma uricase
peguilada (urato-oxidase), que catalisa a oxidacdo enzimética do acido Urico em
alantoina, um metabdlito mais sollvel e inativo. Este farmaco € usado no tratamento
da gota cronica grave refrataria ao tratamento ou quando o uso de outras terapias
para reduzir o urato esta contraindicado (BRUTON e HILAL-DANDAN, 2018).
Pequena porcentagem de pacientes apresenta reacdes alérgicas a proteina estranha,
sendo comum a producao de anticorpos dirigidos contra o farmaco (GOLAN et al.,
2014). Além disso, apresenta efeitos adversos relacionados a reacdes anafilaticas e
a hemolise em pacientes com deficiéncia de G6PD, vomitos, nauseas, dor toracica,
constipacdo intestinal, diarreia, eritema, prurido e urticaria (BRUTON e HILAL-
DANDAN, 2018).

2.4 Casearia sylvestris

A Casearia sylvestris € uma planta que pertence a familia Salicaceae, a qual
originaria do Brasil e outras espécies do género podem ser encontradas em diversos
paises do mundo. No Brasil ela é encontrada em regifes tropicais e subtropicais



21

(FRANCESE, 2020) sendo popularmente conhecida e em funcédo da regido onde
ocorre como “guagatonga”, “erva-de-lagarto”, “cha-de-bugre” (FERREIRA, 2023),
café-bravo, café-do-diabo, cafeeiro-do-mato, erva-de-titi ou erva-de-lagarto (ARAUJO
et al., 2014).

A espécie € uma arvore, perene, com 4 a 20 m de altura (FERREIRA, 2023)
arbustos e subarbustos lenhosos, e o tronco pode apresentar a textura da casca de
lisa a fissurada (DA SILVA, 2016) de coloracdo acinzentada a acastanhada, rugosa e
com pequenas fendas superficiais. Suas folhas sdo alternas, simples, assimétricas,
lanceoladas e até ovaladas ou elipticas, apice agudo, base estreita ou arredondada,
de até 14 cm de comprimento x 6 cm de largura, margem serreada, com face superior
brilhante e inferior opaca; flores pequenas, numerosas, hermafroditas, branco-
esverdeadas ou amareladas, medindo cerca de 0,3 cm de diametro, reunidas em
inflorescéncias axilares do tipo umbela, sendo abundante em todos os ramos; fruto
tipo capsula, ovoide-globulosa, pequeno, de até 3,5 mm de diametro, vermelho
gquando maduro, possui de 2 a 6 sementes envoltas em arilo lanoso, amarelo e
comestivel (FERREIRA, 2023) .

E uma planta que possui ampla utilidade popular devida as suas atividades anti-
hiperglicemiante, antibacteriana, antifingica, anti secretora, (GILBERT e FAVORETO,
2022) antiviral, anti-inflamatéria, analgésica, anti-histaminica, gastroprotetora,
cicatrizante, hipolipemiante, tdnica cardiaca, antiofidica, depurativa, digestiva e
diurética (FERREIRA, 2023). Tribos indigenas utilizam a casca macerada da Casearia
sylvestris para tratar distlrbios gastrointestinais, picadas de cobra e para curas de
feridas, enquanto que as folhas séo utilizadas como um anti-inflamatério (RIBEIRO et
al., 2019). O uso popular da Casearia sylvestris € feito especialmente nas formas de
infusdes, decoctos e tinturas, obtidas, em sua grande maioria, de modo artesanal
(ARAUJO et al., 2014).

O Ministério da Saude publicou, em 2009, a Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude (RENISUS), uma lista que
contém 71 espécies de plantas que apresentam potencial medicinal, sendo estas
relevantes para o SUS (ARAUJO et al., 2014; FRANCESE, 2020). A planta Casearia
sylvestris esta incluida nesta lista, fato que estimula o estudo e conhecimentos de
suas propriedades biologicas como forma de assegurar suas aplicacdes terapéuticas
(ARAUJO et al., 2014).
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2.4.1 Metabdlitos secundarios

As plantas produzem uma imensa quantidade de compostos com estruturas
quimicas complexas que ndo possuem fungbes bem definidas porque nao
desempenham um papel especifico no metabolismo, no crescimento e na divisédo
celular (SIMOES, 2017). Estes compostos sdo designados metabolitos secundarios
0S quais sdo compostos especializados e altamente especificos que desempenham
um papel importante na evolugdo dos vegetais e na interagdo com 0s seres Vivos
(BORGES, 2020), além de apresentarem potencial relevancia terapéutica (SIMOES,
2017).

E expressamente relevante destacar que os constituintes quimicos de uma
planta variam de acordo com aspectos ambientais como: solo, os nutrientes
disponiveis, clima, regime de ventos, regido onde a planta foi coletada, entre outros
fatores (SILVA et al., 2021).

Os metabdlitos secundarios encontrados na C. sylvestris sdo descritos em um
estudo realizado por Spésito e colaboradores (2018) no qual foram identificados:
monoterpenos, sesquiterpenos, isoprenoides, fendis, flavonoides, neoligninas e
derivados do acido galico. O mesmo estudo relatou que dentre os metabdlitos
secundarios presentes os diterpenos clerodanicos (casearinas) merecem destaque
especial, uma vez que eles séo considerados os marcadores taxondmicos da espécie.

Oda (2021) verificou em seu estudo que dos 42 diterpenos clerodanicos
identificados em C. sylvestris, 27 sédo do tipo das casearinas e apresentam a mesma
estrutura basica. Foram também identificados no extrato etandlico das folhas da C.
sylvestris outros tipos de diterpenos clerodanicos, com estruturas menos complexas,
como o (-) - &cido hardwickiico e a 15-hidroxi-3-cleroden-2-ona (Figura 5, pagina 22),

além de diterpenos ent-kauranos.

HO

o

£ .- des es . Casearina J: R = OH
(-) - Acido hardwickiico 15-hidroxi-3-cleroden-2-ona Casearina O: R = OCOCH;

Figura 5: Alguns diterpenos clerodanicos isolados da Casearia sylvestris
Fonte: Oda (2021)
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No trabalho realizado por Araujo et al. (2014), foi constatado nas avaliacdes
fitoquimicas que a maioria das propriedades antiulcerosas, anti-inflamatorias,
antiofidica e antimicrobiana séo atribuidas a diterpenos clerodanicos presentes em
diferentes 6rgdos da planta, como por exemplo, as casearinas (Figura 5, pagina 22),

casearvestrinas e caseargrevinas.

2.4.2 Atividades biolégicas

Vérios estudos demonstraram o potencial terapéutico e anti-inflamatorio da
Casearia sylvestris. Sposito e colaboradores (2018) avaliaram a atividade anti
Helicobacter pylori em estudos in vivo e in vitro dessa planta por meio do uso de
extratos etandlicos adicionados em um sistema lipidico nanoencapsulado. Eles
puderam relatar que a andlise fitoquimica dos extratos indicou a presenca de
diterpenos clerodanicos, os quais estéo relacionados com a atividade anti H. pylori.

Werle et al. (2009) avaliaram a atividade do extrato aquoso e hidroalcoodlico das
folhas da Casearia sylvestris sobre 0s niveis séricos de triglicerideos em ratos Wistar.
Eles observaram que o0s animais que receberam a suspensdo de extrato
hidroalcodlico apresentaram uma reducdo significativa nos niveis séricos de
triglicerideos, o que nédo foi observado nos que receberam a suspensdo do extrato
aquoso.

Em um outro estudo realizado por Espinosa et al. (2015) no qual avaliaram as
atividades antimicrobiana, antifingica, antioxidante e a toxicidade da planta, foi
descrito que o extrato etandlico de suas folhas apresentaram atividade antimicrobiana
contra Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonela setubal. JA o extrato
metandlico dos galhos, ramos e folhas da C. sylvestris podem atuar contra os fungos
Aspergilus niger e inibir Candida albicans, Candida guilliermondii e Candida tropicalis.

Silva e colaboradores (2021) demonstraram que a casearina X, obtida da
extracdo etandlica das folhas da C. sylvestris, demonstrou efeito citotoxico contra
linhagens celulares CEM e HL-60, com valores de IC50 de 0,4uM e 0,5uM,
respectivamente. Além disso, foi constatado que as casearinas L e O também
demonstraram forte efeito citotdxico frente as células leucémicas, ao contrario, do (-)
- acido hardwickiico, que ndo apresentou citotoxicidade. Segundo o estudo, a
atividade citotoxica das casearinas € relacionada com a estrutura altamente
oxigenada. A casearina X exerce a citotoxidade através da inducdo da apoptose,
realcando o potencial das casearinas na produgéo de drogas antitumorais.



24

Ameni (2015) relatou que ndo houve alteracées macroscopicas e histologicas
em ratos Wistar machos e fémeas pela administracdo do extrato fluido da C. sylvestris.
Contudo, em sua pesquisa verificou-se o aumento dos niveis séricos de proteina e
albumina, e a diminuicdo de creatinina, triglicérides e colesterol total, além de
hipocloremia ou hipercloremia.

Cavalcante et al. (2007) relataram que o extrato aquoso das folhas da
C. sylvestris neutralizou proteases em venenos de cobras dos géneros Bothrops e
Crotalus, inibindo suas propriedades hemorragicas e miotoxicas, prevenindo o
bloqueio neuromuscular e prejudicando a integridade da membrana celular. J& no
estudo de Araujo e colaboradores (2014) foi possivel observar que o extrato
hidroalcodlico da planta, apresentou importante atividade antinociceptiva.

Quanto aos provaveis mecanismos da atividade anti-inflamatéria da
C. sylvestris, a literatura € relativamente escassa, mas sugere que pode estar
relacionada a reducédo da producédo de prostaglandinas pela inibicdo da cicloxigenase
ou da fosfolipase A2 secretada. Embora as casearinas J e O e seus produtos de
degradacdo acida e metabolismo hepético ndo inibam a liberacdo de 6xido nitrico
(NO), o mecanismo anti-inflamatério de outros diterpenos pode estar relacionado ao
NO, que é um importante sinal do processo inflamatério. Dessa forma, a quantificacéo
direta ou indireta da atividade dessas enzimas e do NO pode ser proporcionalmente
relacionada a resposta inflamatéria (ODA, 2021).

Destaca-se que a utilizacdo de diterpenos clerodanicos em disturbios
inflamatérios é de grande valia, pois eles também apresentam atividade
antiulcerogénica e ndo causam gastroenterites (PIERRI et al., 2017), ao contrario dos

anti-inflamatérios mais utilizados no tratamento da gota.

2.4.3 Toxicidade

Assim como outros tipos de plantas, a Casearia sylvestris pode apresentar
efeitos adversos e/ou toxicologicos. Estes efeitos podem variar desde processos
alérgicos, sintomas gastrointestinais e até ao risco de 6bito. (ARAUJO et al., 2014).

Em um estudo realizado por Yamashita e colaboradores (2006) com trés
espécies da Casearia (C. decandra, C. obliqua e C. sylvestris) foi possivel observar a
presenca de compostos, como: Cromo, Manganés, Escandio, Ferro, Cloro, entre
outros elementos quimicos. Nao foram encontrados elementos toxicos, como Mercurio

e Antimdnio. No entanto, este mesmo estudo relatou a presenca de Arsénio e Cadmio



25

em concentracdes baixas. Do ponto de vista farmacoldgico e toxicoldgico, a presenca
desses elementos em baixas concentracdes ndo causa qualquer tipo de efeito
(YAMASHITA et al., 2006)

De acordo com Alonso (2007) os extratos da C. sylvestris quando empregados
nas doses indicadas, geralmente, possuem boa tolerancia. A administracdo em doses
elevadas podera provocar vomitos e diarreia. Neste mesmo estudo foi verificado nos
ensaios de toxicidade aguda por via oral, que a casearina U possui bom indice
terapéutico em animais, ao se administrar doses de 30 mg/kg, 65 mg/kg e 172 mg/kg,
sendo a ultima dose, cerca de 100 vezes maior do que a dose minima efetiva 100%
(DE100 ) para a atividade antiulcerogénica.

O uso terapéutico do 6leo essencial da planta deve ser realizado com cautela
necessitando-se, dessa maneira, do controle da quantidade de 6leo essencial que
atinge a corrente sanguinea, pois pode haver sensibilidade dos eritrcitos frente aos
sesquiterpenos B-cariofileno e a-humuleno, gerando toxicidade (DA SILVA, 2008).
Neste mesmo trabalho foi relatado que o extrato etandlico nas larvas do
microcrustaceo marinho Artemia salina, apés a eclosdo dos ovos da espécie em
solucédo salina, apresentaram atividade toxica moderada, enquanto que o extrato

aguoso nao apresentou toxicidade no ensaio.

3 JUSTIFICATIVA

A gota é uma artrite inflamatoria 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 € maior em homens, principalmente acima dos acima de 40
anos (AZEVEDO et al., 2017). A artrite gotosa esta diretamente relacionada a doengas
cardiovasculares, renais, diabetes, sindrome metabdlica; por maior ingestdo de
proteinas, bebida alcodlica, bebidas adocadas e frutose; aumento da expectativa de
vida; uso de medicamentos que elevam o acido Urico no sangue como diuréticos e o
acido acetilsalicilico (AAS) (Sociedade Brasileira de Reumatologia, 2023). O
tratamento da gota aguda é comumente realizado por meio do uso de AINEs. No
entanto esta classe de farmaco apresenta diversos efeitos adversos que envolvem o
trato gastrointestinal (TGI) (gastrite, sangramento, perfuragdo), os rins (necrose
papilar renal, reducdo da depuragdo de creatinina), o sistema cardiovascular
(elevacao da pressao arterial, retencdo de sodio e de liquidos) e sistema nervoso

central (comprometimento da funcdo cognitiva, tonturas) (FERREIRA, 2017). Desse
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modo, existe a necessidade da busca por novas alternativas para tratamento desta
doenca que propiciem aclOes terapéuticas favoraveis aos tratamentos da
hiperuricemia, inflamagdo e gota, e com menores efeitos adversos. A Casearia
sylvestris é uma espécie promissora, pois além de ser de facil acesso por ter ampla
distribuicdo no Brasil, apresenta diversas propriedades biolégicas benéficas como
mencionado, além de ser uma planta medicinal de interesse da RENISUS. Tendo em
vista que a Casearia sylvestris apresenta diversas atividades biologicas, dentre elas a
atividade anti-inflamatoria, e que ndo h& estudos sobre o0s seus efeitos sobre a artrite
gotosa, é importante investigar as atividades dessa espécie vegetal no tratamento da

gota aguda.

4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral
Avaliar in vivo os efeitos do extrato etandlico das folhas da Casearia sylvestris

sobre a migracao de neutréfilos no modelo de artrite gotosa.

4.2 Objetivos especificos

e Obter o extrato etandlico das folhas da Casearia sylvestris;

e Obter os perfis cromatogréaficos do extrato etandlico da Casearia sylvestris por
Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia acoplada a detector de arranjo
fotodiodo (CLAE-DAD) e detectar os constituintes majoritarios;

e Avaliar in vivo a migracdo de neutréfilos do lavado intra-articular da regido
fémur tibial dos camundongos da linhagem C57BL-6;

e Avaliar in vivo a atividade anti-inflamatoria do extrato etanodlico das folhas da

Casearia sylvestris.

5 METODOLOGIA

5.1 Reagentes, solventes, material e equipamentos
e Estufa (Marconi)
e Moinho (Marconi)
e Percolador
e Evaporador rotativo
e Bomba de vacuo

e Clevenger
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e Manta aquecedora

e Etanol P.A.

e Agua deionizada

e Sulfato de sodio anidro

e Agua Milli-Q (Milipore)

e Dimetilsulfoxido P.A. DMSO (Vetec)

e Tween 80 U.S.P. (Synth)

e Cristais de Urato Monossédico — UMS

e Indometacina (Sigma Aldrich)

e Cetamina (Syntec)

e Xilazina (Syntec)

e Albumina de Soro Bovino BSA (Sigma Aldrich)
e EDTA (Bioclin)

e Marcador de neutrofilos — PE Rat Anti Mouse Ly-6G (BD Biociences)
e Citdbmetro de Fluxo Bd Facscalibur

e Vortex (Logen Scientific)

5.2 Coleta da espécie vegetal

As partes areas da Casearia sylvestris Sw, foram coletadas no municipio de

Figura 6: a) Folhas da Casearia sylvetris, b) Arvore da Casearia sylvestris, ¢) Arbusto da Casearia
sylvestris
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5.3 ldentificacdo do material vegetal

A espécie vegetal foi identificada pela botanica Dr2. Viviane Renata Scalon do
Departamento de Biodiversidade, Evolugcdo e Meio Ambiente, Istituto de Ciéncias
Exatas e Biolégicas, UFOP. Uma exsicata (Figura 7, pagina 28) foi preparada e
depositada no Herbario Professor José Badini da Universidade Federal de Ouro Preto

com o numero de registro 36 416.

Wi

Figura 7. Exsicata da Casearia sylvestris

5.4 Estabilizacdo do material vegetal
As partes aéreas do material vegetal foram submetidas a secagem em estufa
com circulacédo de ar a 37°C por duas semanas. As folhas secas foram pulverizadas

em moinho de facas para, posteriormente, serem submetidas a extracao.

5.5 Obtencéo do extrato etandlico da Casearia sylvestris

As folhas secas e pulverizadas (1000g) da Casearia sylvestris Sw foram
extraidas exaustivamente, por percolacdo com etanol. O solvente extrator foi
eliminado por evaporagéo em rota vapor e o extrato foi mantido em estufa a 37°C até

0 peso constante. Posteriormente, o p6 obtido foi mantido em dessecador sob vacuo
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até completa eliminacdo do etanol residual, originando o extrato etanélico seco da

C. sylvestris de coloracao esverdeada.

5.6 Obtencéo dos perfis cromatograficos

Os perfis cromatograficos (impressdes digitais) do extrato etandlico da
Casearia sylvestris foram obtidos por Cromatografia a Liquido de Alta Eficiéncia
(CLAE). Para tal foi usado cromatografo da Water Aliance, acoplado a detector de
arranjo diodos (DAD) modelo Waters 2996, do Laboratério Multiusuéario 1 do Programa
de Pd6s-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da UFOP (PPG CiPharma/UFOP). A
pré coluna utilizada foi do modelo Shimadzu Shim-pack GIST, C18, com dimensfes
de 4,0 x 10 mm. A coluna cromatogréfica usada foi do modelo Shimadzu Shim-pack
GIST, C18, com dimensbes de 4,6 x 250 mm. As solu¢cdes dos extratos foram
preparadas a 1%, diluidas em metanol grau HPLC e filtradas em filtro de seringa de
0,2 um. As condicdes estabelecidas para a analise do extrato etandlico foram com
fluxo de 1ml/min, temperatura da coluna de 25°C e volume de injecdo de 20 pL. O
método usado foi gradiente linear usando como eluentes misturas das fases moéveis
A e B: (A) agua acidificada com acido acético glacial 1%, pH 3,3, e (B) metanol
acidificado com acido acético glacial 1%, pH 3,2. Os cromatogramas foram extraidos
na faixa de comprimento de onda de 260 a 280 nm.

5.7 Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos da linhagem C57BL-6, machos em
idade adulta pesando em média 25 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 nimero 8876050723 (EM
ANEXO). Estes animais foram escolhidos devido ao fato de que essa linhagem tem
boa reproducéo, é de longa duracdo e tem baixa suscetibilidade a tumores. Nesse
sentido, camundongos C57BL/6 sdo usados em diversas areas de pesquisa, COmo
biologia cardiovascular, obesidade, diabetes, imunologia, genética e inflamacao
(BRYANT et al., 2019; MATOSINHOS, 2019).
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5.8 Avaliacéo da atividade anti-inflamatoria e anti-artrite gotosa

A artrite gotosa foi induzida pela injecéao intra-articular de UMS, segundo o
modelo descrito por Amaral e colaboradores (2012) com modificagbes e Bernardes e
colaboradores (2021) com adaptacdes.

Os animais receberam por gavagem 0,2 ml do veiculo [DMSO: Tween-80: agua
(1:1:8)], das diferentes doses (15 /30 /60 /120 / 240 mg/kg) do extrato etandlico e do
farmaco de referéncia (indometacina) no tratamento da crise aguda de gota. Apés uma
(1) hora da administragédo dos tratamentos, os animais foram anestesiados com uma
associacao de ketamina/xilazina (100/10 mg/kg) via intraperitoneal. Os animais foram
depilados para aplicacdo de 10 pL de uma suspensdo de cristais de urato
monossoédico (UMS) intra-articular na articulacéo fémur tibial (Figura 8, pagina 31).
Passadas 6 horas da indugéo da inflamacéo, os animais foram eutanasiados com uma
injecdo i.p. da associacao de ketamina/xilazina (300/30 mg/kg). Apds a eutanasia, foi
obtido o lavado intra-articular por meio da lavagem da cavidade, por duas vezes, com
5 pL da solugéo de PBS 1X Esse lavado intra-articular (10 pL) foi adicionado a um
eppendorf contendo 88 L da solucdo de PBS1X e 2 pL de EDTA, obtendo-se, assim
um volume final de 100 uL, que foi utilizado para a contagem total de leucdcitos e
avaliacado da migracao de neutrofilos para a cavidade articular apés a administracéao
de UMS.

Os animais foram distribuidos em grupos de seis camundongos e
denominados:

e Grupo 1 - Controle normal: aquele que néo recebeu a injecéo intra-articular
de USM, apenas uma injecéo intra-articular de 10 yL de PBS 1X e o veiculo
DMSO: Tween: Agua por gavagem.

e Grupo 2 - Controle do modelo da artrite ou controle negativo ou “controle
UMS”: aquele que recebeu a injecao intra-articular de UMS (ou seja, houve
inducao da artrite) e o veiculo por gavagem.

e Grupos 3 - Controles positivos: aqueles que receberam a injecao intra-
articular de UMS e tratamentos com farmacos de referéncia, uma hora antes
da injecdo de cristais de UMS. O controle positivo para a avaliagdo dos
parametros inflamatorios recebeu, por gavagem, o farmaco padrao
indometacina (3 mg/kg).

e Grupos 4 a8-grupos testes: aqueles que receberam a injecéo intra-articular

de UMS e os tratamentos com diferentes doses dos extratos etandlicos das
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folhas da C. sylvestris, administrados uma hora antes da injecéo de cristais de
UMS.

Animais normais - F /\ -ﬁ Animais induzidos

Sem inducao da artrite

G @ a artrite
Camundongos / \ Gavagem
Machos Extrato etandlico Casearia
Gavagem G/BLe sylvestris (EECS)
DMSO:Tween20: Agua Gavagem Gavagem Doses: 15, 30, 60, 120 e
DMSO:Tween20: Agua Indometacina 3mg/Kg 240mg/Kg
h 1h 1h 1h
Anestesia i.p. + UMS Anestesia i.p. + UMS Anestesia i.p. + UMS
intra-articular intra-articular intra-articular
Anestesia i.p + tampao
PBS 1x intra-articular Grupo 2: Grupo 3: Grupos 4-8:
Controle Positivo Grupo Teste - EECS

Controle Negativo /

Fluido articular: -
Eutanasia

Analise da migrac¢ao de neutréfilos é—— @ @ Dose letal de anestesia

(Citometria de fluxo)

Grupo 1:
Controle Normal

Figura 8: Esquema da avaliacdo da atividade anti-inflamatéria do extrato etandlico da Casearia
sylvestris

5.9 Contagem de neutrdfilos

Os eppendorfs contendo os lavados intra-articulares foram homogeneizados
(vortex). Os lavados foram usados para a dosagem de neutréfilos no citbmetro de
fluxo. O marcador de neutroéfilos (1 L) foi diluido em 499 uL de PBS 1x com 10% de
soro fetal bovino e 10% de soro de rato. Apéds, foi adicionado 10 pL do marcador
diluido a cada tubo de ensaio contendo o lavado articular, exceto no pool. 5 pL de
cada amostra foram adicionados a um unico tubo de citometria sem marcador de
neutroéfilos (pool). O restante do lavado foi pipetado para tubos de citometria com
marcador de neutrofilos e foram homogeneizados em vortex e incubados a
temperatura ambiente, no escuro, por 20 minutos. A cada tubo de citometria foi
adicionado 1 ml de PBS 1x, estes foram centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos e
0os sobrenadantes descartados, sendo a camada liquida inferior mantida
(aproximadamente 100 uL). As amostras foram entdo analisadas por citbmetro de

fluxo para obtencdo da porcentagem de neutrofilos presentes em cada amostra.
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5.10 Anélise estatistica

Os resultados obtidos nos experimentos passaram pela Analise de Variancia
(ANOVA) utilizando o Software GraphPad Prism 6.0, seguido dos testes de Dunnett e
Tukey. O intervalo de confianga adotado foi de 95%, sendo considerada diferengas

significativas quando o valor de P for menor que 0,05 (P<0,05).

6 RESULTADOS

6.1 Rendimento dos extratos
A partir de 1000 g de planta seca e pulverizada da Casearia sylvestris foram

obtidos 144,5 g do extrato etandlico que apresentou rendimento de 14,45%.

6.2 Perfis cromatograficos dos extratos
Na Figura 9, pagina 33, € apresentado o perfil cromatografico do extrato
etandlico da C. sylvestris, impressao digital (finger print), assim como os espectros no

UV dos picos principais.

Os picos principais foram registrados entre 13 e 30 minutos demonstrando que
0s principais componentes do extrato apresentam polaridade de média a baixa.

A literatura relata que os picos majoritarios referentes as casearinas (diterpenos
clerodanicos) oriundas de folhas da C. sylvestris, apresentam espectro de absorcao
no UV tipico dessa classe de metabdlitos secundarios, no comprimento de onda de
232-235 nm (ODA, 2021). Entretanto, neste presente estudo o cromatograma do
extrato etandlico foi obtido no comprimento de onda 260-280 nm.

Nesse sentido, observou-se que nao foi possivel sugerir 0os constituintes
quimicos principais presentes no extrato etandlico, uma vez que a faixa de
comprimento de onda usada nado foi adequada para detectar os metabdlitos

secundarios presentes nele. Uma nova andlise sera realizada.
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Figura 9: Perfil cromatografico do extrato etandlico das folhas da Casearia sylvestris Swartz e
espectros no UV para os picos 1, 2, 3 e 4.

6.3 Atividade anti-inflamatéria e anti-artrite gotosa

As analises dos dados obtidos a partir do citbmetro de fluxo foram realizadas
por meio do software FlowJow Diagnostic tool v10.0.7. Um pool de amostras sem o
marcador de neutrofilos foi analisado no citbmetro com o objetivo de obter o branco.
Sendo assim, foi definido o quadrante Q3 sem nenhuma célula para que a partir dele
fosse possivel realizar a contagem de neutréfilos no quadrante Q3 das outras
amostras contendo o marcador (Figura 10A, pagina 34).

Apbs definir o quadrante a ser usado para realizar a contagem da populacéo
de neutrofilos, procedeu-se com as analises individuais das amostras contendo o
marcador, como mostrado na Figura 10B, pagina 34. No histograma da figura 10B, é
possivel observar que a populacdo de neutréfilos cresceu no quadrante Q3 na
amostra contendo o marcador.

Desse modo, as analises de cada amostra prosseguiram como exemplificado
nos graficos (Figura 11a-h, pagina 36), e a partir dai foi possivel obter a porcentagem
de neutroéfilos presentes. Os neutrofilos presentes foram quantificados pelas leituras
no citdbmetro de fluxo.

Na figura 11b, pagina 36, é possivel observar que a populacdo de células
presentes no quadrante Q3 é maior no grupo UMS (controle negativo) (b) quando
comparado com os demais grupos. Este fato era esperado, uma vez que 0 grupo
controle UMS nao recebeu tratamento, o que indica maior migracao de neutrofilos
para a regido periarticular do fémur-tibial dos camundongos. No grupo controle
positivo (Figura 11c, pagina 36) houve reducao da migracao de neutrdéfilos, mostrando
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que o farmaco (indometacina) foi capaz de inibir a migracdo de neutrdfilos e,

consequentemente, a inflamacé&o induzida feita nos camundongos.
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Figura 10: A) Histograma do branco (pool) sem o marcador de neutréfilos B) Histograma das
analises de uma amostra contendo o marcador de neutréfilos, obtidos das anélises do software
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As andlises estatisticas mostraram que houve diferenca entre o grupo controle

normal e o grupo controle negativo (Figuras 10 e 11), comprovando que a inflamacéo

foi induzida com sucesso pela injecdo de UMS intra-articular. Além disso, nos animais

do grupo controle normal, que recebeu apenas a injecao intra-articular de tampéo

(PBS 1X), a populagéo de células presentes em Q3 foi reduzida, indicando que nédo

houve inflamacdo. Os resultados apresentados pelos controles demonstraram o

funcionamento do método usado.
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No presente estudo, foi avaliada a acao anti-inflamatoria do extrato etandlico
das folhas da Casearia sylvestris nas doses de 15, 30, 60, 120 e 240 mg/kg, em
camundongos da linhagem C57BL/6 com artrite gotosa induzida pela aplicag&o local
de cristais de UMS na cavidade intra-articular. Os resultados sdo mostrados na
Figuras 11 e 12, paginas 36 e 37, respectivamente.

Desse modo, observa-se que houve diferenca significativa entre os grupos
tratados com o extrato etandlico das folhas da Casearia sylvestris nas diferentes
doses. Além disso, verifica-se que houve diferenca destes mesmos grupos em relacao
ao grupo controle normal e em relagcdo ao grupo controle positivo tratado com a
indometacina (AINE), ja que os grupos submetidos ao tratamento com o farmaco de
referéncia e com o extrato apresentaram menor populacao de neutréfilos no quadrante
Q3. Os grupos tratados com o extrato etandlico nas cinco doses avaliadas, e tratados
com a indometacina obtiveram respostas significativamente diferentes do grupo
controle negativo.

Sendo assim, ao comparar 0s grupos tratados com o extrato nas cinco doses
avaliadas (Figura 11d-h e 12) com o grupo controle negativo (Figura 11b e 12),
observa-se que o extrato foi capaz de diminuir a migracdo de neutrdfilos para a
articulacdo do fémur-tibial dos camundongos da linhagem C57BL/6 e,

conseguentemente, o processo inflamatério.



FL4.H ;= FL4.Height

FL4H

36

o a1 2
358 145 35
] ©
1
-
2 10
I 3
-
@
'
Q4
134
lDo rer
0

4 4
10* 3 a2 " 301
525 208 Jo44
a 1 (b
10° (@) 10 (b)
T
10° = 4 10
[~ 3
10 lOI E I
03’ Tos
o . : e o 1297
ey Py - 10 :
10’ 10 10° 10* 0! o?
FL2:H - FL2.Heiaht
4 4 E|
0" Jen Qz 107 3
10040 042 1580
3 o
3 (d)
I
102_ E

FL4-H:: FL4-Height

Q2
228

FL4-H

FL2-H :: FL2-Heiakt

FL4-H:: FL4-Height

Jo1
1a70

FL2-H :: FL2-Heiaht

Figura 11: Histogramas dos grupos (a) Controle normal; (b) Controle UMS ou controle negativo; (c)
Grupo indometacina ou controle positivo; (d-h) histogramas dos tratamentos com extrato etandlico da
Casearia sylvestris Swartz nas diferentes doses avaliadas: (d) 15 mg/kg; (e) 30 mg/kg; (f) 60 mg/kg;
(9) 120 mg/kg; (h) 240 mg/kg.
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Figura 12: Efeitos do extrato etandélico da Casearia sylvestris (EECS) em diferentes doses sobre a
migracao de neutréfilos em camundongos C57BL/6 com inflamacgao induzida por cristais de urato
monossaddico (UMS) em comparacao ao controle negativo (DMSO: Tween 80: agua destilada (1:1:8).
Controle indometacina (farmaco padréo). * P < 0,0001 vs. controle negativo; # P < 0,0001 vs. controle
normal. (h=6, One-way ANOVA seguido do teste de Dunnett).

7 DISCUSSAO
A gota se caracteriza por uma artrite inflamatéria dolorosa decorrente do

deposito de cristais de UMS nas articulacdes, fluido sinovial e outros tecidos. Suas
manifestacbes clinicas incluem dor intensa, edema, vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular, ativacdo do complemento e atividade quimiotatica de
leucocitos (AZEVEDO et al., 2017; MATOSINHOS, 2019). Como resultado, ha a
hipersecrecédo da citocina IL-13 como produto da ativagdo do inflamassoma NLRP3,
que tem importante papel na resposta inflamatéria. A sintese e liberacdo de
mediadores pro-inflamatérios como as citocinas (TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8), enzimas
(COX-2 e NO), moléculas de adesao celular (VCAM-1 e ICAM-1), fatores de
crescimento hematopoiéticos e proteinas da fase aguda sdo reguladas pelo fator de
transcricdo NF-kB. Como consequéncia da superprodugdo desses mediadores,
principalmente da IL-1B, ocorre a infiltragao de neutrofilos (RAMONDA et al., 2015).

A inflamacao é uma resposta fisiologica do organismo a agressao tecidual, que

tem como objetivo combater os agentes nocivos, visando a homeostase. Porém,



38

guando exacerbada, pode ser prejudicial para as células. A inflamacédo aguda é
caracterizada por alteragcdes vasculares, como vasodilatacdo e expressdo de
moléculas de superficie, que ocorrem para que mediadores inflamatorios alcancem o
foco da lesdo e contribuam para o desenvolvimento do processo inflamatorio
(CRUVINEL et al., 2010).

A reacdo inflamatoria nas articulacdes resulta na liberacdo de mediadores pro-
inflamatorios, dentre eles os neutréfilos. Os neutrdéfilos sdo os granulécitos de defesa
mais abundantes e, em geral, sdo as primeiras células que chegam ao local da leséo.
(BRUTON e HILAL-DANDAN, 2018).

A diminuicdo do processo inflamatério promovida pelo tratamento com
indometacina, neste estudo, foi caracterizada pela inibicdo da migracao de neutroéfilos
no tecido inflamado dos animais induzidos a artrite gotosa pela injecéo de cristais de
UMS. A indometacina € um anti-inflamatério ndo-esteroidal, exercendo, portanto, além
da acéo 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 (BRUTON e HILAL-DANDAN, 2018).

De acordo com Gusmam e colaboradores (2015) o efeito anti-inflamatério da
Casearia sylvestris se relaciona a inibicdo da liberacdo de TNF- a, inibicdo da
liberacdo de quimiocinas e mediadores pro-inflamatoérios. Oda (2021) descreveu que
0S provaveis mecanismos da atividade anti-inflamatéria da C. sylvestris podem estar
relacionados a reducdo da producéo de prostaglandinas pela inibicao da cicloxigenase
ou da fosfolipase A2 secretada. Este mesmo autor aponta que, embora as casearinas
J e O e seus produtos de degradacao acida e metabolismo hepatico ndo inibam a
liberacdo de Oxido nitrico, 0 mecanismo anti-inflamatorio de outros diterpenos pode
estar relacionado ao 6xido nitrico, que € um importante sinal do processo inflamatorio.

Esses resultados indicam que o extrato etandlico das folhas da Casearia
sylvestris apresenta potencial anti-inflamatério in vivo, através da inibicdo da migracéo
de neutrofilos para o tecido periarticular lesionado e, em consequéncia disso, reduz o

processo inflamatorio.
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8 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo demonstraram que o extrato etandlico das
folnas da Casearia sylvestris, mostrou atividade anti-inflamatéria relacionada a
inibicdo da migracao de neutrdfilos.

Os tratamentos em todas as doses (15, 30, 60 ,120 e 240 mg/kg) avaliadas,
foram efetivos em comparacédo como o farmaco de referéncia indometacina e com o
controle negativo (UMS), os quais proporcionaram reducao da migracao de neutrofilos
para o local da inflamagéo.

Dessa forma, esses resultados apontam o potencial que a espécie Casearia
sylvestris possui para ser aplicada na terapéutica da gota. Esses achados sugerem a
realizacdo de mais estudos para o desenvolvimento de um novo IFAV para a
elaboracdo de fitoterapico para o tratamento da gota aguda e de processos
inflamatorios. Além disso, o extrato etandlico da C. sylvestris pode ser fonte de novos

fitofarmacos com as mesmas ac¢des do IFAV.
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