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Resumo

A gota é uma doenca inflamatodria caracterizada pelo acumulo de cristais de urato
monossodico (MSU) nas articulagdes, o que causa dor severa e inflamagao no local
atingido. Os medicamentos mais utilizados para o tratamento da doenga possuem
muitas contraindicagdes principalmente relacionadas a comorbidades, portanto, vé-se
a necessidade de encontrar novas formas de tratamento, mais eficazes e seguras.
Uma linha muito estudada é a de produtos naturais. Diversos medicamentos ja foram
produzidos a partir dessa fonte, como € o caso da colchicina, um alcaloide utilizado
para o tratamento da gota. Os alcaloides sdo compostos ja conhecidos na literatura
por apresentarem agdes bioativas, como antinocicepgao e anti-inflamacgao. Portanto,
o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito antinociceptivo e anti-inflamatério do
alcaloide aporfinico estefalagina extraido da Annona crassiflora mart.. A estefalagina
(1 mg/kg por via oral) apresentou um efeito antinociceptivo (pelo teste de Von Frey)
significativo quando comparado com o grupo que recebeu somente a injegao intra-
articular (IA) de MSU (100 pg/articulagédo) em 2, 4 e 6 h apdés a aplicagdo. A
estefalagina também foi capaz de reduzir de forma significativa a presenca da enzima
mieloperoxidase nos tecidos articulares quando comparados com o grupo que
recebeu apenas MSU. Além disso, foram feitos testes para avaliar a toxicidade do
alcaloide. A estefalagina néo foi capaz de alterar a presenga das enzimas AST e ALT
na corrente sanguinea, assim como dos compostos ureia e creatinina. Também foi
observado (por 7 dias apos o tratamento) que o composto ndo causa alteragdes
macroscopicas nos camundongos, como alteragao brusca de peso, deformacdes,
mudancas na pelagem e nas fezes. Portanto, observa-se que a estefalagina pode ser
uma alternativa para o tratamento da gota, visto que foi capaz de apresentar efeitos

antinociceptivos e anti-inflamatérios e nenhum efeito toxico/colateral.

Palavras chave: alcaloide, gota, nocicepgao, inflamagao.
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Abstract

Gout is an inflammatory disease characterized by the accumulation of monosodium
urate crystals (MSU) in the joints, which causes severe pain and inflammation in the
affected area. The drugs most used to treat the disease have many contraindications,
mainly related to comorbidities, therefore, there is a need to find new and more
effective ways. A widely studied line is that of natural products, several medications
have already been produced from this source, such as colchicine, an alkaloid used to
treat gout. Alkaloids are compounds already known in the literature for having bioactive
actions, such as antinociception and anti-inflammation. Therefore, the aim of this study
was to evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory effect of the aporphine
alkaloid stephalagine extracted from Annona crassiflora mart. Stephalagine (1 mg/kg)
had a significant antinociceptive effect (by Von Frey test) when compared to the group
that received the intra-articular injection of MSU (100 pg/joint) in 2, 4 and 6 h after
application. Stephalagine was also able to significantly reduce the presence of the
myeloperoxidase enzyme in the joint tissues of the mice when compared to the group
that received only MSU. In addition, tests were carried out to assess the toxicity of the
alkaloid. The stephalagine was not able to alter the presence of the enzymes AST and
ALT in the bloodstream or the compounds urea and creatinine. It was also observed
for 7 days if the compound causes any macroscopic changes in the mice, such as
sudden changes in weight, deformations, changes in the coat, in the feces and none
of this was seen. Therefore, it is observed that stephalagine may be an alternative for
the treatment of gout, since it was able to have antinociceptive and anti-inflammatory

effects and no toxic/side effects.

Keywords: alkaloid, gout, nociception, inflammation.
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1. Introdugao

1.1 Artrite gotosa

A artrite gotosa ou simplesmente gota, € uma artrite inflamatoria
desencadeada pelo acumulo e cristalizagao do acido urico nas articulagbes. A
doenga pode apresentar quatro estagios, sendo o primeiro a hiperuricemia
assintomatica, em que o paciente apresenta niveis de acido urico acima do
normal no sangue, no entanto, ndo ha nenhum tipo de sintoma. A 22 fase é
caracterizada pelos ataques agudos, nos quais 0s pacientes apresentam picos
de dor nas articulagdes, principalmente durante a noite. A 32 fase € o periodo
intercritico, periodo que caracteriza os periodos entre os ataques agudos, nao
ha apresentacdo de sintomas e a duracdo dessa fase pode ser variavel. A 4% e
a ultima fase é a crbnica, que caracteriza-se pelo desenvolvimento de estruturas
rigidas de acido urico denominadas tofos, o que pode levar a dificuldade de
movimentagao das articulagdes, dor intensa, perda funcao e até mutilacées dos
membros afetados (MANDELL, 2008).

A gota é a artrite inflamatdria mais comum entre os adultos (XIA et al.,
2019). O principal fator de risco para o desenvolvimento da doenca € o aumento
dos niveis de acido Urico no sangue, ou seja, a hiperuricemia. Bioquimicamente,
a hiperuricemia se refere a concentragdes séricas ou plasmaticas de urato
monossodico superiores a 6,8 mg / dL, pois esse € o limite de solubidade do
urato no sangue (LOEB, 1972). Fatores como a alta ingestao de comidas ricas
em purinas ou de alimentos que podem levar ao aumento dos niveis de purina,
uma vez que o acido urico € o metabdlito final do metabolismo de purinas;
condigdes médicas como doenga renal cronica, sindromes metabdlicas e
diuréticas podem favorecer o aumento dos niveis de acido urico (DALBERTH et
al., 2019).

Outros fatores de risco associados ao desenvolvimento da artrite gotosa
€ 0 sexo e a idade do individuo. Uma pesquisa realizada nos Estados Unidos
demonstrou que homens sdo mais predispostos a adquirir a doenca do que

mulheres: a prevaléncia da gota em homens foi de 5,2% (5.9 milhdes) enquanto
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que em mulheres foi de 2,7% (3.3 milhdes) (CHEN-XU et al.,, 2019). O
desenvolvimento da gota € mais comum em mulheres apds a menopausa € 0
risco de ter a doenga € menor quando ha a terapia de reposi¢ao hormonal nestas
mulheres (HAK et al., 2010).

A artrite gotosa pode apresentar sintomas moleculares e clinicos. Em
relacdo aos sintomas moleculares, o principal marcador molecular da artrite
gotosa € a citocina pré-inflamatéria interleucina 1 beta (IL-1B), pois esta
amplamente envolvida no processo inflamatoério agudo da doenga. Essa citocina
€ produzida por macrofagos, mondcitos e neutrdofilos, ou seja, células imunes
inatas, e pode atuar em seus alvos por meio do complexo do receptor IL-1
(PALOMO et al., 2015).

Os sintomas clinicos podem ser divididos em manifestagcdes clinicas
agudas e manifestagdes clinicas persistentes (PEREZ-RUIZ et al., 2014). As
manifestagdes clinicas parecem estar ligadas com o nivel de hiperuricemia e o
tempo em que o paciente € exposto a esse estado de altos niveis de acido urico
(CAMPION; GLYNN; DELABRY, 1987). A principal caracteristica aguda clinica
da gota € a cristalizagdo do acido urico nas articulagdes distais, nos membros
inferiores, principalmente na articulacdo metatarsofalangica, entretanto, em
pacientes portadores da doenga ha longo prazo podem apresentar a
cristalizagcdo do acido urico em articulagbes centrais e até em articulagbes do
esqueleto axial (PEREZ-RUIZ et al., 2014). Além desses fatores, os pacientes
com gota apresentam sinais classicos de inflamacgao na regiao afetada, como:
dor (sendo o inicio em periodos noturnos e pico nas primeiras 12 a 24 horas),
edema, disturbio de fungao e vermelhidao local (eritema) (ZYCHOWICZ; POPE;
GRASER, 2010).

As manifestagdes clinicas persistentes dizem respeito ao estagio crénico
da gota e a principal caracteristica dessa fase € a formagao de uma estrutura
rigidia denominada tofo, que pode ser definida como um agregado macroscépico
de cristais de urato monossddico. Normalmente, essa estrutura € desenvolvida
em pacientes que ficam longos periodos sem tratar a doenga, no entanto, ha
casos ndo comuns em que o tofo aparece como a primeira manifestagao clinica
(WERNICK; WINKLER; CAMPBELL, 1992).

Em suma, vé-se que pacientes portadores da gota sofrem com fortes
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dores e processos inflamatoérios, o que causa muito desconforto e até debilidade.
H4& uma grande dificuldade em relagdo a adesao ao tratamento, pois pacientes
com essa artrite inflamatéria normalmente apresentam algumas comorbidades
que também estdo relacionadas com a hiperuricemia e isso acaba limitando
muito o uso dos medicamentos disponiveis atualmente. Além disso, os
medicamentos mais utilizados também podem apresentar um alto risco de
toxicidade e/ou alergias (WILSON; SASEEN, 2016).

1.2 Tratamentos

Os tratamentos disponiveis atualmente buscam, principalmente,
amenizar o processo inflamatorio e a dor durante a crise aguda. Alguns farmacos
podem atuar diminuindo a concentracao e/ou a produgao de acido urico e outras
classes de medicamentos atuam ajudando os rins a eliminarem o excesso de
acido urico. Medidas nao farmacolégicas também sdo importantes para o
tratamento da doenga, como a mudanca do estilo de vida do paciente,
diminuindo o consumo de alimentos ricos em purinas (carnes vermelhas,
crustaceos) e a ingestao de bebidas alcoolicas (DALBERTH et al., 2019).

O medicamento mais utilizado no tratamento da artrite gotosa é a
colchicina. A colchicina € um alcaloide extraido da planta Colchicum autumnale
€ seu mecanismo de acdo é atuar sobre dimeros de tubulina, impedindo a
polimerizagdo de microtubulos ligando a suas subunidades proteicas e
impedindo a conglomeragdo de leucécitos. Isso dificulta a diapedese e,
consequentemente, atrapalha a fungao dos leucécitos, impedindo a mobilizacao,
granulacao lipossbmica e quimiotaxia (SCHLESINGER, 2004). Considerando
que o neutrofilo é a principal célula encontrada no fluido sinovial de individuos
com gota, e o principal responsavel pela liberagcdo de IL-1B, a interferencia na
sua quimiotaxia tem efeitos benéficos significativos na gota (PALOMO et al,
2015). Esse farmaco se encontra disponivel na forma de uso oral e intravenoso,
contudo, ha relatos de diversas reacdes sistémicas sérias com o0 uso via
intravenoso, como supressdo da medula éssea, insuficiéncia renal, alopecia,
coagulacgao intravascular disseminada, necrose hepatica, diarréia, convulsdes e
até morte (WALLACE; SINGER, 1998). Além disso, outra problematica
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associada ao uso da colchicina é a toxicidade, pois a diferenca entre a dose
terapéutica e a dose téxica € muito pequena, além de ter uma longa meia-vida
(20 a 30 horas) o que a torna contra- indicada a pacientes com insuficiéncia renal
e hepatica, devido a maior chance de acumulacgao e toxicidade (SCHLESINGER,
2012).

O alopurinol e o febuxostat sdo medicamentos inibidores da enzima
xantina oxidase, diminuindo assim a concentracido sérica de acido urico. A
enzima xantina oxidase esta envolvida na via de catabolismo das purinas, sendo
responsavel pela conversdo da xantina em acido urico, portanto, com a inibigao
dessa enzima, ha uma menor producao de acido urico. A maior problematica
relacionada com o uso do alopurinol € a sindrome de hipersensibilidade ao
alopurinol, principalmente em

pacientes com doenga crbnica nos rins (NARANG; DALBETH 2018),
sendo que essa hipersensibilidade pode ocorrer em cerca de 10% dos usuarios,
dentre estes, 20% pode vir a morte (RIVAS-GONZALES et al, 2001). O
febuxostat possui um alto custo financeiro, além de, em alguns casos, se mostrar
ineficaz para diminuir os niveis de urato até 6,8 mg / dL (CRITTENDEN;
PILLINGER, 2013).

Outra classe de medicamentos bastante utilizada € a dos anti-inflamatérios
nao estoidais (AINEs), usados para controlar a inflamacgao e para analgesia. O
mecanismo de acao deles tem como alvo a inibicdo da atividade de subtipos de
enzimas da ciclo- oxigenase (COX), o que impede a sintese de eicosanoides
pela via do acido araquidénico, diminuindo entdo a liberacdo de mediadores
quimicos de inflamagao e dor, como as prostaglandinas e os tromboxanos
(KHANAPURE et al, 2007). Alguns exemplos dessa classe sao: acido
acetilsalicilico, ibuprofeno e naproxeno. O uso desses medicamentos deve ser
cautesolo, pois sabe-se que o uso cronico pode levar a quadros de nefropatia,
insuficiéncia renal e até a niveis irreversiveis de nefrotoxicidade, além disso, o
efeito adverso mais comum é a toxicidade ao sistema gastrointestinal, como
Ulceras gastricas e hemorragias (SULEYMAN; DEMIRCAN; KARAGOZ, 2007).
Esses medicamentos também s&o contraindicados a pacientes com insuficiéncia
renal e hepatica, ulcera péptida, gastrite e hipertensédo, que sdo condigdes

comuns em pacientes com gota, como veremos mais a frente (SCHLENSINGER,
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2012).

O glicocorticoides sao indicados no uso do tratamento da gota em casos
de intolerancia ou contra-indicagdes em relagado aos AINEs ou a colchicina. Eles
sdo analogos ao hormdénio humano cortisol e agem sobre receptores
intranucleares regulando a transcricao génica, principalmente do gene ligado as
ciclo-oxigenases, produzindo um efeito similiar ao dos AINEs, diminuindo a dor
e a inflamagado nos pacientes. No entanto, eles também agem diminuindo a
sintese das colagenases, que sao enzimas que auxiliam o sistema imune,
destruindo estruturas extracelulares na patogénese de bactérias. Portanto,
causam imunossupressao nhos pacientes que os utilizam, os deixando
suscetiveis a infecgdes (GARNNER; WANG; YAMAMOTO, 2015).

A pegloticase € uma forma recombinante da enzima uricase, a qual
converte o acido urico em alantoina, sendo esse utlimo composto mais facil de ser
eliminado pela urina, por ser muito soluvel. Esse tratamento é utilizado em casos
de pacientes que nao sao tolerantes aos outros medicamentos disponiveis ou
que possuem quadros severos de gota. A pegloticase consegue reduzir
profundamente os niveis séricos de urato monossddico, dissolver os tofos e
melhorar a dor, no entanto, esta associada com um aumento das crises de gota
a curto prazo (SUNDY et al, 2011). Como efeitos adversos, a pegloticase esta
associada a reacbes infusionais devido a via de administracdo, que é
endovenosa, o que também requer a ida do paciente a unidades de saude para
receber o tratamento, dificultando a adesédo (SUNDY et al., 2011; BECKER et
al., 2013).

E extremamente comum em pacientes gotosos a presenca de
comorbidades, ou seja, a presenga simultanéa de outras doengas com a gota.
Normalmente, a presenca dessas comorbidades esta relacionada com a
hiperuricemia, que como dito anteriormente, € o pincipal fator de risco para o
desenvolvimento da artrite gotosa. As comorbidades mais comuns sao:
hipertensdo, que acomete cerca de 73,9% dos individuos com gota; doenca
cronica dos rins, presente em 71,1% dos pacientes e obesidade, em
aproximadamente 53% dos casos (SUMPTER et al.,, 2020). Existem outras
comorbidades que aparecem em menor porcentagem, mas ainda de forma bem

significante, como: diabetes (25,7%), nefrolitiase (23,8%), infarto do miocardio
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(14,4%) e insuficiéncia cardiaca (11,2%) (SUMPTER et al., 2020). A presenca
dessas doencas concomitamentente dificulta muito o tratamento da artrite
gotosa, pois a maioria dos medicamentos, como descrito acima, possui
contraindicagdes a portadores dessas comorbidades.

Portanto, apds essa descricdo dos tratamentos disponiveis, observamos
que, apesar da disponibilidade de terapias clinicas, elas tem baixa aderéncia
devido aos efeitos adversos, entdo a busca de novos tratamentos, mais eficazes
e seguros, ainda se fez necessaria. Nesse contexto, produtos naturais vem

sendo utilizados para o tratamento de diferentes doencas, inclusive para artrites.

1.3 Produtos naturais

O Brasil possui uma ampla biodiversidade no que diz respeito a fauna e
flora, sendo uma das maiores do mundo, detendo cerca de 20% de todas as
espécieis do reino vegetal do planeta, muitas delas com grande potencial
farmacéutico (DUTRA, 2009). Os produtos naturais sao usados popularmente
como tratamentos para diversas doencas desde os primérdios da civilizagdo. E
uma fonte muito importante de descobertas de novos farmarcos em potencial,
sendo que, cerca de 25 a 30% de todas as drogas disponiveis no mercado sao
provenientes dessas plantas medicinais (NEWMAN; CRAGG, 2007).

Diversas plantas ja sdo usadas popularmente para o tratamento de
artrites, sendo elas: Arnica montana, conhecida popularmente como arnica;
Curcuma longa L., ou agafrdo da terra e a Pterodon spp, mais conhecida por
sucupira branca, sdo exemplos (MINISTERIO DA SAUDE, 2015; LESSA;
CAVALCANTI; FIGUEIREDO,

2016). Essas plantas tiveram sua eficacia comprovada em estudos
cientificos e seus principios ativos descobertos. A arnica, por exemplo, possui
atividade anti-inflamatéria e cicatrizante, seu derivado principal € o Helanalin,
sendo que este composto demonstrou diversas atividades biolégicas como
efeitos anti-inflamatérios, antibiéticos e analgesia (ARNILLAS, 2015). Ja a
sucupira branca € utilizada em forma de extrato de sua casca e sua agao
farmacolégica € atribuida a presenga do composto beta- -cariofileno
(BAVARESCO et al, 2016), tendo como alvo as enzimas COX, bloquando a
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cadeia inflamatdria, reduzindo assim o processo inflamatério e a dor
(FUKAHORI, 2017).

Um dos compostos mais estudados no campo de produtos naturais, sao
os alcaloides. Os alcaloides sao compostos extraidos de folhas, flores e frutos
das plantas e sdo conhecidos por possuirem diversas atividades biolégicas como
vasodilatagdo, agao anti-hipertensiva e agéo antinociceptiva (TENG et al., 1991;
TSAI; WANG; LIN, 2008; MONTRUCCHIO et al., 2012). Um exemplo classico é
a morfina, possivelmente é o alcaloide mais conhecido com efeito analgésico. A
morfina foi extarida de uma planta chamada Papaver somniferum, conhecida
popularmente como papoula do oriente. Seu mecanismo de ac¢ao envolve a
ativacao de receptores opioides do tipo mu, que sdo amplamente expressos no
sistema nervoso central humano. Os receptores opidides tem uma importante
funcdo na regulagdo da nocicepgdo e eles resultam na modulagdo de
neurotransmissores (opidides enddgenos), como as endorfinas e as encefalinas
(TRESCOT et al., 2008). Portanto, a morfina tem a capacidade de mimetizar a
funcao desses opidides enddgenos. Outro exemplo de alcaléide que deve ser
citado é a colchicina, como ja descrito a cima, é utlizada para o tratamento da
artrite gotosa e foi previamente isolada da planta Colchicum autumnale
(RICHETE; BARDIN, 2010).

Estudos com alcaloides aporfinicos demonstraram que eles possuem um
grande potencial antinociceptivo e anti-inflamatério, como observado por
Montrucchio, Cérdova e Soares (2013) com o alcaloide aporfinico s-(+)-
dicentrina em modelos de dor inflamatdria. Neste sentido ainda, nosso grupo de
pesquisa demonstrou recentemente, que um alcaléide denominado estefalagina
possui atividade antinociceptiva por modulacéo de canais de potencial transitorio
TRPA1 e TRPV1 em camundongos (JUSTINO et al., 2020).

A estefalagina € um alcaloide aporfinico isolado da casca do fruto da
Annona crassiflora Mart., conhecido popularmente como araticum (JUSTINO et
al, 2016). Esse fruto pertence a familia Annonaceae e é amplamente distribuido
no cerrado brasileiro, principalmente nos estados da Bahia, Minas Gerais, Sao
Paulo, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias e Tocantins. Os extratos de
diferentes partes da A. crassiflora, como de sementes e da casca, ja foram

testados e demonstraram efeitos bioativos como antiparasitario, antibacteriano,
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antioxidante e antimutagénico (DE SOUZA et al., 2012; JUSTINO et al., 2016;
LIAW et al., 2016). Além disso, Justino e colaboradores (2019) mostraram que
uma fragdo enriquecida em polifenol extraida dessa planta apresentou uma
grande atividade anti-inflamatéria em modelos de dores inflamatorias agudas e
cronicas. Contudo, o possivel efeito antinociceptivo e anti-inflamatério do
alcaloide estefalagina nao foi explorado em outros modelos de dor.

Portanto, esse trabalho visou avaliar o potencial antinociceptivo e anti-
inflamatorio da estefalagina, como forma de identificar um tratamento alternativo
para a gota, tendo em vista que os tratamentos atuais sdo bem limitados devido

as contraindicagdes.

2. Objetivos
2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste estudo foi verificar o potencial antinociceptivo e anti-
inflamatdrio do alcaloide aporfinico estefalagina, isolado a partir da casca do fruto

da Annona crassiflora Mart., em um modelo de gota em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

o Avaliar o potencial antinociceptivo da estefalagina em testes de

nocicepgao mecanica, térmica e espontanea.

o Verificar o potencial anti-inflamatério da estefalagina através da atividade
da enzima mieloperoxidase, infiltracao leucocitaria, presenca de edema e

produgéao de citocinas pré-inflamatérias (IL-1 B).

o Avaliar o possivel efeito protetor da estefalagina em reduzir os niveis de
acido urico.
o Analisar os possiveis efeitos adversos e toxicidade causados pela

estefalagina.
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3. Metodologia

3.1 Animais

Todos os animais utilizados nesse trabalho foram aprovados em projeto
submetido ao Comité de Etica na Utilizagao de Animais (CEUA) da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU), sob o projeto de numero 018/17. Os animais
usados foram provenientes da Rede de Biotérios da Universidade Federal de
Uberlandia (REBIR/UFU), machos da linhagem C57BL6/J/UFU, entre seis e oito
semanas de idade, pesando entre 20 a 25 g. Eles foram mantidos no biotério
central da universidade sob condi¢des controladas de temperatura (23-25 ° C) e
luminosidade (ciclo 12 h claro / escuro) e tiveram livre acesso a 4gua e a comida.
Os experimentos foram conduzidos de acordo com os padrées do CEUA/UFU e
foram seguidas as recomendacgdes da Associagao Internacional para o Estudo
da Dor (IASP). Todos os animais foram mantidos nas salas de experimentacéo
pelo periodo de uma hora, durante trés dias consecutivos, para ambientacgao,

incluindo o dia do experimento.

3.2 Inducao do modelo de ataque agudo de gota e tratamento

Foi utilizado um modelo de ataque agudo de gota induzido por injecéo
intra-articular (IA) de cristais de urato monossédico (MSU) na concentragéao de
100 ug / articulacdo, em um volume final de 10 yL. O MSU foi solubilizado no
tampéo fosfato-salino (PBS) esterilizado (SILVA et al., 2016). Os grupos
tratados receberam a estefalagina uma vez, sempre uma hora antes da
aplicagdo do MSU, na dose de 1 mg/kg por via oral (gavagem), conforme Justino
e colaboradores, 2020. Os animais controle receberam veiculo (salina) por via
oral, uma vez, sempre uma hora antes da aplicagdo do MSU. Os animais foram
anestesiados com isoflurano 2%, 100% O2 1 L/min para a administragdo das

injecdes intra-articulares.

3.3 Parametros nociceptivos

3.3.1 Hiperalgesia mecéanica
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Os camundongos foram alocados individualmente em caixas de plastico
transparente (9 x 7 x 11 cm) em uma plataforma elevada com um fundo gradeado
que permite ao pesquisador ter acesso a regido plantar da pata traseira dos
animais. A sensibilidade mecanica foi analisada com a ajuda de filamentos de
Von Frey (0.008-1,4 g), em que um estimulo foi realizado na pata referente a
articulagdo em que o MSU foi aplicado (ipsilateral). O método up- and-down
descrito por Chaplan e colaboradores (1994) foi utilizado. Foi usado primeiro um
filamento intermediario (0.4 g), se o animal respondeu ao estimulo, um estimulo
de menor intensidade foi feito (0.16 g), se ndo houve resposta, um estimulo maior
intensidade foi realizado (0.6 g) e assim por diante até a determinagdo do menor
filamento possivel em que houve a resposta de retirada de pata do animal (limiar
de retirada de pata). O limiar de retirada de pata foi expresso em mg/log (CUNHA
et al., 2004).

3.3.2 Nocicepgao espontanea

Para avaliar a nocicepg¢ao espontanea, em todos os tempos observados,
antes da medida da sensibilidade mecanica, os animais foram classificados de
acordo com a distribuicdo de peso corporal na pata correspondente a articulagao
em o que MSU foi injetado, seguindo uma escala de nocicepgdo sem a
necessidade de um estimulo, ou seja, espontanea. A escala varia de 0 a 3, de
acordo com Coderre e Wall (1987) e adaptagbes de Silva et al., (2016). A
avaliacdo da nocicepgao espontanea foi realizada considerando quatro
estagios: 0 para quando a pata do animal estivesse apoiada normalmente, 1
para quando a pata estivesse levemente erguida, mas ainda apoiada a grade, 2
para quando a pata estivesse apoiada lateralmente e 3 para quando o animal
estivesse com a pata completamente erguida, sem tocar a grade.

Adicionalmente a utilizagdo da escala visual, outra forma de avaliagéo da
nocicepgao espontanea em camundongos que utilizamos foi o burrowing, que é
um comportamento normal dos animais em que eles fazem tocas cavando.
Porém, quando os camundongos estdo sob efeito de estresse ou dor, esse

comportamento é bastante reduzido. Conforme descrito por Deacon (2016), foi
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utilizado um aparato denominado burrow: um cano de 20 cm de comprimento,
com uma extremidade fechada e outra aberta suspensa a 3 cm do solo, contendo
200 g de pellet de racao dentro. Os camundongos foram previamente treinados
a utilizar o aparato e os que nao desenvolveram o comportamento de cavar
foram eliminados do teste. O grupo que recebeu a estefalagina foi tratado uma
hora antes da aplicacdo do MSU. Trés horas apo6s aplicagcdo do MSU, os
camundongos foram alocados individualmente em gaiolas com um burrow e ali
permaneceram por duas horas para realizar o comportamento de cavar. Depois
de duas horas, foi pesado quanta ragao foi retirada dos canos. Os 200 g de ragao
foram repostos e o experimento continuou overnight. No dia seguinte,
novamente foi pesada a ragao do lado de fora do burrow. O comportamento de
burrowing foi comparado entre os grupos naive, animais que receberam veiculo

por via oral e MSU, e animais tratados com estefalagina (1mg/kg, vo) mais MSU.

3.3.3. Sensibilidade térmica ao frio

A sensibilidade térmica foi avaliada contra um estimulo frio usando
acetona (20 L) aplicada topicamente no centro da regido plantar da pata do
animal com o auxilio de uma pipeta. As respostas foram classificadas de acordo
com uma escala de quatro estagios, em que O representa sem resposta, 1
retirada rapida ou leves batidas de pata, 2 retirada de pata rapida com pouca
lambida, 3 retiradas prolongadas e muita lambida. A acetona foi aplicada trés
vezes e a soma dos scores foi o resultado final (ZHENG; XIAO; BENNETT,
2012).

3.4 Parametros inflamatoérios
3.4.1 Edema

Como um parametro inflamatorio foi avaliado o edema de articulagao por
meio de duas metodologias: 1) foi expresso pela espessura da articulagao, em
mm, medida antes e depois da injegdo de MSU, com o auxilio de um paquimetro
digital, segundo SILVA et al., (2016). 2) também foi medido o volume de agua

deslocada pela introdugéo da articulagdo dos camundongos com o auxilio de um
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pletismoémetro.

3.4.2 Atividade da enzima mieloperoxidase

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) foi avaliada usando todo o
tecido articular, conforme Rossato et al., 2019. Duas horas apds a aplicagéo do
MSU, as articulagcbes foram coletadas e colocadas em microtubos contendo

300 pL de tampéao acetato + brometo de hexadeciltrimetilamonio (HTAB).
Essas amostras foram homogeneizadas com o auxilio de um equipamento
chamado Polytron. Depois da homogeneizagado completa do tecido, as amostras
foram centrifugadas a 11000 g por 30 minutos a 4 ° C e o sobrenadante foi
coletado. A dosagem da proteina foi feita usando o kit BCA. Para mensurar a
atividade da enzima MPO, 10 upL do sobrenadante diluido 1:10 em
tetrametilbenzidina (TMB) foi incubado em uma placa de 96 pogos por 5 minutos
por 37 ° C, depois foi realizada uma leitura a 630 nm. Os resultados foram

expressos como OD/mg de proteina.

3.4.3 Citocina pré-inflamatéria IL-18

Para a obtengao do lavado sinovial, foram realizados 3 lavados de 10 pL
de tampéo fosfato-salino e acido etilenodiamino tetra-acético (PBS-EDTA) na
articulagao dos joelhos dos camundongos com o auxilio de uma pipeta, 2 horas
apos a injegdo do MSU. Depois, as amostras foram centrifugadas a 800 g, a uma
temperatura de 4 °C, por 8 minutos para remover o residuos de células. O
sobrenadante foi coletado e ressuspendido em 20 pL de PBS-EDTA para
dosagem da citocina IL-13. Para medir os niveis de IL-18, foi utilizado o Kit Duo
Set para realizar o ELISA de acordo com as instrugdes do fabricante (R&amp;D

Systems, Minneapolis, MN, USA). As concentragdes foram expressas em pg/mL.

3.5Avaliagao do efeito anti-hiperuricémico da estefalagina

3.5.1.Inducgédo da hiperuricemia por inibicao da uricase
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Para avaliar um possivel efeito anti-hiperuricémico da estefalagina, foi
utilizado um modelo animal de hiperuricemia induzida pelo inibidor da enzima
uricase, o acido oxonico, conforme Sato et al., 2020 e Silva et al, 2013, com
modificagdes. Os camundongos foram divididos em 4 grupos (6 por grupo). O
grupo 1 nao recebeu tratamento, apenas agua por via oral. Os grupos 2, 3 e 4
foram induzidos a hiperuricemia por administragdo intraperitonial de acido
oxénico (250 mg/kg), sendo que o grupo 2 foi tratado previamente (1 hora antes)
com a estefalagina na concentragdo de 1 mg/kg e o grupo 3 com alopurinol (5
mg/kg), utilizado como um controle positivo. Portanto, o grupo 4 recebeu apenas
o acido oxénico. Duas horas apds a administracdo da droga, as amostras de
sangue foram coletadas por punc¢ao da aorta abdominal, sangue foi colocado em
um microtubo até a completa coagulagéo e, posteriormente, foi centrifugado a
2000 g por 10 minutos a 25 ° C para a obtengao do soro. As amostras de soro
foram alocadas em caixas isotérmicas e imediatamente levadas para o
laboratorio de analises clinicas do hospital veterinario da Universidade Federal
de Uberlandia. O acido urico foi dosado utilizando um analisador automatizado
(Cobas Mira; Roche Diagnostic Systems, Basel, Switzerland) e os kits comerciais

bioldgicos (Labtest Diagnostic; Lagoa Santa, Brasil).

3.5.2 Atividade da xantina oxidase

A atividade da enzima xantina oxidase foi determinada de acordo com
Fischer et al. (2018). A enzima xantina oxidase (0,5 U / mL) foi incubada por 30
minutos a 37 °C com seu substrato pterina (20 uM) e a estefalagina (0,01 - 1 ug
/ mL), alopurinol (10 ug / mL; controle positivo) ou veiculo (tamp&o de acetato de
sodio 0,1 M, pH 5,5). A seguir, a reagao foi fervida por 3 minutos e centrifugada
por 10 minutos (10.000 g, temperatura ambiente). O sobrenadante foi diluido (1:
2) em tampao de acetato de sédio (0,1 M, pH 5,5). A atividade da xantina
oxidase foi avaliada usando um espectrofluorbmetro [SpectraMAX i3
(Molecular Devices Sunnyvale, CA)], e a fluorescéncia foi monitorada com

excitagao de 345 nm e emissao de 405 nm.

3.6 Avaliagao de possiveis efeitos colaterais
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3.6.1 Analises toxicoldgicas

Amostras de sangue foram coletadas por pungdo da aorta abdominal de
animais tratados com com estefalagina (1 mg/kg) 6 horas apés a administracéo e
de animais naives. O sangue foi colocado em um microtubo até a completa
coagulacao e, posteriormente, foi centrifugado a 2000 g por 10 minutos a 25 ° C
para a obtencdo do soro. As amostras de soro foram alocadas em caixas
isotérmicas e imediatamente levadas para o laboratorio de analises clinicas do
hospital veterinario da Universidade Federal de Uberlandia. A concentragéo de
hemoglobinas foi analisada no soro e concentragdes menores de 45 mg / dL
foram consideradas adequadas para as analises bioquimicas das enzimas
aspartato aminotransferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) e os
metabdlitos ureia e creatinina. Todos os protocolos foram realizados usando um
analisador automatizado (Cobas Mira; Roche Diagnostic Systems, Basel,
Switzerland) e os kits comerciais bioldgicos (Labtest Diagnostic; Lagoa Santa,

Brasil).

3.6.2. Toxicidade

Para avaliar uma possivel toxicidade aguda e crénica da estefalagina, ela
foi administrada por via oral (via gavagem) e os camundongos foram
monitorados diariamente por 7 dias, de acordo com Yin et al. (2016). Foram
observados parametros como anormalidades na dieta, peso corporal, alteragdes
nos pelos, nas fezes, no comportamento e na anatomia macroscopica dos

camundongos.

3.7 Analises estatisticas

As diferengas entre trés ou mais grupos em um ponto foram analisadas
pela analise de variancia unidirecional (ANOVA), seguido pelo pos-teste de
Newman-Keuls ou Dunnett. As diferengcas entre trés ou mais grupos em

diferentes momentos foram analisadas pela ANOVA de duas vias seguido pelo
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pos-teste de Bonferroni. A analise estatistica foi realizada usando o GraphPad
Software 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, EUA). Valores de p menores
que 0,05 foram considerados significativos. Para atender as premissas da
ANOVA, os dados de hiperalgesia mecanica foram transformados em log antes

da analise estatistica.

4. Resultados

4.1 Efeitos antinociceptivos da estefalagina

Pode-se observar na figura 1 que a inje¢cao IA de MSU foi capaz de
mimetizar o ataque agudo de gota nos animais, desenvolvendo intensa
nocicepgao (dor). Na figura 1A observa-se que o limiar de retirada de pata, ou
seja, o menor filamento possivel em que ha resposta de retirada de pata dos
camundongos, foi muito menor no grupo que recebeu apenas a injegao de MSU,
nos trés tempos observados. Ja o grupo tratado com a estefalagina 1 h antes da
aplicacédo do MSU, teve uma reducgao significativa na hiperalgesia mecanica
quando comparado com o grupo MSU, portanto, demonstra-se que a
estefalagina teve um efeito protetor no que diz respeito ao desenvolvimento da
nocicepgdo mecanica. O grupo naive, como esperado, nao apresentou
alteragdes significativas no limiar de retirada de pata.

Na figura 1B podemos ver que, em 4 h houve uma alteracao significativa
no comportamento nociceptivo espontaneo dos animais que receberam apenas
o MSU, quando comparado com o grupo naive. A estefalagina nao foi capaz de
reduzir significativamente a nocicepcado espontédnea dos camundongos, mas
observa-se uma tendéncia de reducao no escore apresentado. Na figura 1C
pode-se visualizar que o grupo que recebeu apenas MSU teve a nocicepgao
térmica ao frio aumentada significativamente quando comparado com o grupo
naive em 2 h. Ja nos outros tempos medidos, ndo houve diferengas significativas
entre 0s grupos, apenas em 6 h vemos uma tendéncia de redugao da nocicepgéao

térmica do grupo tratado com a estefalagina.
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Figura 1 Efeito antinociceptivo da estefalagina sobre o ataque agudo de gota induzido por MSU
em camundongos. A) Hiperalgesia mecanica, B) Nocicep¢do espontanea, e C) Sensibilidade
térmica ao frio, medidas em diferentes temposapds a injecao IA de MSU. N =7 por grupo. Cada
coluna representa a média + SEM. #p <0,05 e ## p <0,01 representam diferengas significativas
em comparagdo com o grupo naive; * p <0,05, e *** p <0,001 representam diferengas
significativas em comparagao com o grupo que teve a IA de MSU, néo tratado. ANOVA de uma
via seguida pelo pos-teste de Dunnet para cada tempo analisado.

4.2 Efeitos anti-inflamatérios da estefalagina
4.2.1 Edema

Como ja dito anteriormente, o edema da articulagdo dos camundongos foi
medido de duas formas: com o auxilio de um paquimetro digital e com o
equipamento pletismdémetro. Na figura 2A, observa-se que nao houve diferenga
entre os grupos analisados com o paquimetro, nem entre os tempos medidos. Ja
na figura 2B, apesar de ndo se observar uma diferenca estatistica entre os

grupos, ve-se uma tendéncia da estefalagina em reduzir o edema na articulagéao
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dos camundongos quando comparado com o grupo que recebeu apenas o MSU.
O grupo naive, como esperado, praticamente nado apresentou inchago na
articulagdo. Essa diferenca entre as metodologias deve-se a sensibilidade de
cada uma, sendo o pletismdmetro muito mais sensivel, pois consegue mensurar
o nivel de deslocamento de agua com a pata e articulagédo inteira do animal
imersa no aparato. O paquimetro, por sua vez, perde eficiéncia devido a pequena
espessura dos membros dos camundongos, pequena area de contato, e a

diferenga entre um animal edemaciado e um normal ser minima.
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Figura 2 . Efeitos da estefalagina no edema de camundongos com gota induzida. A) Edema
articular (paquimetro); B) Edema articular (pletismémetro) medidos em diferentes tempos apos
a injecao de IA MSU. N =7 por grupo. Cada coluna representa a média £+ SEM. ANOVA de uma
via seguida pelo pos- teste de Dunnet para cada tempo analisado.

4.2.2 Atividade da enzima mieloperoxidase

A enzima mieloperoxidase (MPQO) é produzida por leucdécitos, mais
especificamente neutréfilos. Os neutrofilos sdo as primeiras células a migrarem
para tecidos danificados e desencadear o processo de inflamagao, portanto, a
enzima MPO é um importante marcador de inflamacao. Como podemos ver na
figura 3, o grupo MSU néao tratado apresentou uma alta atividade da enzima
mieloperoxidase, enquanto que os animais que receberam MSU-IA e foram
tratados com a estefalagina tiveram uma diminuigao significativa da atividade

dessa enzima. Ja o grupo naive apresentou baixa atividade da MPO.
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Figura 3. Efeito da estefalagina na atividade da enzima MPO. Amostras obtidas da
homogeneizacao da articulagdo do tornozelo para analise da atividade da MPO coletadas 2 h
apo6s a injecéo IA de MSU (100 pg / articulagdo). N = 7 por grupo. Cada coluna representa a
média + SEM. ### p <0,001 representam diferengas significativas em comparagao com o grupo
naive; * p <0,05 representam diferengas significativas em comparagao com o grupo que recebeu
apenas MSU. ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Bonferroni.

4.2.3 Citocina pro-inflamatoéria IL-1

A interleucia-1 beta (IL-1B) € uma citocina que apresenta um importante
papel na resposta inflamatéria e também é envolvida em diversos processos
celulares como proliferagao celular, diferenciacéo e apoptose, sendo a citocina
chave no processo inflamatério da artrite gotosa. Na figura 4, observamos uma
tendéncia do grupo tratado com a estefalagina de reduzir a producédo dessa
citocina pré-inflamatoéria, quando comparado com o grupo que recebeu apenas

o MSU.
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Figura 4 Efeito da estefalagina na produgdo da citocina pré-inflamatéria IL-13. As amostras
obtidas do lavado sinovial da articulagéo do joelho dos camundongos e foram coletadas 2 h ap6s
a injegéo IA de MSU. N = 7 por grupo. Cada coluna representa a média + SEM. ### p <0,001
representam diferengas significativas em comparagéo com o grupo naive. A analise estatistica
foi realizada usando a analise de variancia ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparagéo
multipla de Dunnet

4.3 Avaliacao do efeito anti-hiperuricémico da estefalagina

4.3.1 Indugao de hiperuricemia pela inibigao da uricase

A estelagina (1 mg/kg) n&do demonstrou ter seu mecanismo de acao
associado com a redugao das concentragoes séricas de acido urico. Os niveis
foram analisados em um modelo de hiperuricemia induzida por inje¢éo de acido
oxénico (250 mg/kg), um inibidor da uricase, a enzima responsavel por converter
0 acido urico em alantoina nos roedores. O medicamento allopurinol (5 mg/kg) foi
utilizado como controle positivo e demonstrou ser efetivo, como esperado, para a
reducdo do acido urico nos animais, visto que apresentou diferencas
significativas quando comparado com os outros trés grupos presentes no

experimento.
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Figura 5 Avaliagdo do efeito anti-hiperuricémico da estefalagina. N = 3 por grupo. Cada coluna
representa a média + SEM. ## p <0,01 representa diferencas significativas em comparagao com
o grupo estefalagina; * p <0,05 representa diferengas significativas em comparagéo com o grupo
que recebeu apenas acido oxbénico e ° p <0,05 representa diferengas significativas em
comparagao com o grupo naive.. A analise estatistica foi realizada usando a analise de variancia
ANOVA de uma via seguida pelo teste de comparagao multipla de Dunnet.

4.3.2 Avaliagao da atividade da enzima xantina oxidase

Foi avaliada a atividade da xantina oxidase utilizando pterina como
substrato in vitro. A estefalagina ndo apresentou efeito na inibicdo da atividade da
xantina oxidase, como mostrado na figura 5. Conforme o esperado, o alopurinol,
usado como controle positivo (10 pg/mL) inibiu a atividade da xantina oxidase
em 50 £ 9%.
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-
(=1
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o
b
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Figura 6 Avaliacdo da inibicdo da enzima xantina oxidase pela estefalagina. N = 11 por grupo.
Cada coluna representa a média + SEM; ** p <0,01 representa diferengas significativas em

comparagao com o veiculo. ANOVA de uma via seguida pelo pés-teste de Bonferroni.

4.4 Avaliagcao de possiveis efeitos colaterais

4.4.1 Analises toxicologicas

Os resultados dos parametros sanguineos sdo mostrados na figura 6. O
grupo estefalagina ndo apresentou diferengas significativas em relagao ao grupo
naive em nenhum dos parametros analisados. Nos ensaios AST e ALT, o grupo
estefalagina apresentou atividade de 51,8 + 3,4 € 43,3 £ 5,9 U/ L, enquanto o
grupo naive apresentou 49,0 + 3,8 e 43,1 +£2,6 U/ L. Ja nos ensaios de uréia e
creatinina, o grupo estefalagina apresentou atividade de 53,6 +2,0 e 0,26 £ 0,02

mg / dL e o grupo naive apresentou 50,9 + 1,2 e 0,27 £ 0,01 mg/dL.
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Figura 7. Resultados dos parametros sanguineos. A) AST (asparatato aminotransferase),
B) ALT (alanina aminotransferase), C) uréia e D) creatinina. As amostras foram comparadas
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entre si pelo teste t (e testes ndo paramétricos) considerando p <0,05. Ndo houve
diferencgas significativas entre os grupos.

4.3.2 Toxicidade

A administracdo da estefalagina ndo causou nenhuma alteragcdo nos
parametros analisados durante os 7 dias, como: anormalidades na dieta,
mudancas bruscas no peso corporal, alteracbes nos pelos, nas fezes, no
comportamento e na anatomia macroscopica dos camundongos. Esse resultado
indica que a estefalagina, aparentemente, ndo causa nenhuma toxicidade aguda

ou crénica.

5. Discussao

A gota é uma artrite inflamatdria desencadeada pela cristalizagao de urato
monossodico nas articulagdes e é considerada um grande problema de saude
publica. A maior problematica relacionada ao tratamento da doencga € a presencga
de comorbidades, as quais invibializam o uso de diversos medicamentos, e devido
a isso, muitos individuos acabam buscando por formas alternativas, como o uso
de produtos naturais. No Brasil existe uma extensa, rica e diversa flora, o que
nos permite ter acesso a uma grande quantidade de produtos naturais que podem
ser potencialmente ativos do ponto de vista farmacolégico. Também apresenta
uma extensa biodiversidade ainda pouco explorada, sendo o cerrado o segundo
maior bioma brasileiro e a maior biodiversidade dentre as savanas em todo o
mundo (KLINK et al., 2005). Nosso grupo tem realizado estudos a cerca dos
possiveis efeitos antinociceptivos de algumas plantas do cerrado, entre elas, a
Annona crassiflora mart., o araticum (JUSTINO et al., 2020). Nesse sentido, este
estudo propds a investigacdo dos possiveis efeitos antinociceptivos e anti-
inflamatérios de um alcaléide aporfinico, estefalagina, isolada da fragéo
diclorometanica da casca do fruto da Annona crassiflora mart., o araticum do
cerrado, em um modelo de gota induzida pela injecdo de cristais de MSU em
camundongos.

Existem diferentes modelos de gota e hiperuricemia induzida em
camundongo para o estudo dessas condi¢gdes, no entanto, esses modelos

apresentam algumas caracteristicas importantes para serem pontuadas. Uma
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forma de indugao da gota em roedores é por aplicagado de MSU via intraperitonial
e nas articulagdes do joelho ou da pata (referencias de artigos com cada modelo).
Ja para ocorrer a hiperuricemia, pode- se administrar acido oxénico, que € um
inibidor da enzima uricase, aumentando assim os niveis de acido urico no animal
(SATO et al., 2020). Porém, nao é possivel mensurar a nocicepgao nos modelos
de aplicacao via intraperitonial e hiperuricemia, sendo a dor um sintoma muito
importante para ser estudado na artrite gotosa, pois € uma reclamagéo comum
dos pacientes que a doenga acomete. Assim, o modelo escolhido para a inducéo
do ataque agudo de gota neste estudo é induzido pela injec&o intra-articular de
cristais de MSU.

De acordo, em nosso estudo constatamos que ha o desenvolvimento de
dor nos animais submetidos a injecdo intra-articular de MSU, e o pico da
nocicepgao nos animais foi em torno de 4 horas apds a administracao IA dos
cristais de MSU (100 ug/articulagao) e, apds 6 horas, 0s animais comegavam a
retornar a linha basal e 24 horas apds, ja ndo apresentavam mais dor. Dados
clinicos corroboram com nossos achados, pois mostram que na crise aguda de
gota em humanos, ha o desenvolvimento rapido de dor intensa, inchago e
sensibilidade que atinge seu pico dentro de 6 a 12 horas (ZYCHOWICZ; POPE;
GRASER, 2010). Se nao tratado, o ataque agudo da doenga em humanos pode
durar de 3 a 14 dias e crises subsequentes tendem a ser prolongadas e podem
envolver mais articulagdes e/ou tendées (MANDELL, 2008).

Com os resultados obtidos nos ensaios de nocicepgdo mecanica, vimos
que a estefalagina foi capaz de reduzir significativamente a nocicepgdo nos
animais com gota, previnindo a queda do limiar mecanico de retirada de pata na
metodologia utilizada, denominada Von Frey. Alguns estudos mostram que um
alvo molecular comum de alcaloides aporfinicos para a redugédo da dor e da
inflamacg&o s&o os receptores de potencial transitorio (TRPs) (MONTRUCCHIO;
CORDOVA; SOARES, 2013). Os TRPs sdo canais idbnicos amplamente
expressos em neurbnios sensoriais e sua ativagao leva ao aumento de calcio e
liberacdo de neuropeptideos, como a substancia P, por exemplo, que atua
induzindo processos nociceptivos e inflamatérios (CORTRIGHT; SZALLASI et
al., 2007; CALIXTO et al., 2005). Assim, sua modulagao inibitéria seria uma
interessante estratégia analgésica.
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Um estudo de 2013 realizado por Montrucchio e colaboradores,
demonstrou que um alcaloide aporfinico denominado S-(+)-Dicentrine teve efeito
antinociceptivo em modelos de dor inflamatéria atuando sobre canais TRP.
Outros alcaloides comprovadamente moduladores de canais TRP sao: nicotina,
piperina e a voacangina (TALAVERA et al., 2009; MCNAMARA; RANDALL;
GUNTHORPE, 2005; TERADA et

al., 2014). Além disso, recentemente nosso grupo realizou um estudo em
que evidenciamos que canais TRPs, mais especificamente TRPV1 e TRPA1
sdo, pelo menos em parte, alvos da estefalagina para desencadear o efeito
antinociceptivo e anti-inflamatoério (JUSTINO et al., 2020).

Em relagdo ao ensaio nociceptivo denominado burrowing, nao foi
observado uma grande alteragdo no comportamento dos animais com gota em
relacéo ao grupo naive. Esse resultado corrobora com outros dados presentes
na literatura, como no caso do estudo feito por Shepherd e colaboradores em
2018, em que eles demonstraram que o burrowing é uma boa metodologia para
ser aplicada em ensaios de nocicepgao relacionados com modelos de dor
neuropatica, ou seja, modelos de dor cronica. Ja para modelos de dor aguda em
camundongos, essa metodologia ndo evidencia grandes diferengas entre os
grupos analisados.

No ensaio de nocicepg¢ao espontanea vimos que apesar de ndo haver
diferenga significativa entre os grupos, houve uma tendéncia de reducéo do
escore do grupo tratado com estefalagina em 2, 4 e 6 horas apds a injecéo IA de
MSU. Esses resultados vao de acordo com o ensaio descrito anteriormente, de
hiperalgesia mecanica, pois com a reducédo da sensagao de dor nos animais,
eles conseguiam posicionar de forma mais confortavel a pata no solo.

Outra caracteristica importante € o desenvolvimento de edema na
articulacgao atingida. Constatamos que o pico de nocicepg&o nos animais foi em
torno de 4 horas apds a administragao IA dos cristais de MSU (100 ug/articulagao)
e depois de 6 horas, os animais comeg¢avam a retornar a linha basal e 24 horas
apos, ja nao apresentavam mais dor. Dados clinicos mostram que a crise aguda
de gota apresenta dor continua grave durante um periodo de 12 horas, sendo o
pico por volta de 4 horas e apds 72 horas, os pacientes nao relatam mais dor
(FAIRES; MCCARTY, 1962; KEITH; GILLILAND, 2007; ZYCHOWICZ; POPE;
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GRASER, 2010). Outra caracteristica

importante na clinica € a formacao de queimacao e edema na articulacao
atingida, que também foi observado nesse modelo usado, tendo inicio em torno
de 2 horas apés a IA, atingindo o pico maximo em 4 horas. Da mesma forma ja
foi descrito em humanos, inclusive nos mesmos tempos indicados (FAIRES;
MCCARTY, 1962).

Como forma de uma possivel elucidagdo dos mecanismos de agao da
estefalagina, alguns ensaios foram realizados. Vimos que ela foi capaz de atuar
diminuindo a atividade da enzima mieloperoxidase, consequentemente,
atenuando os mecanismos inflamatorios do ataque agudo de gota. Além disso,
apesar de nao ter sido significativo, foi possivel observar que os animais tratados
com a estefalagina tiveram uma diminuicdo da presenga da citocina pro-
inflamatadria IL-1B, o que também causa uma atenuacgao dos sinais inflamatoérios,
visto que essa € a principal citocina envolvida na resposta inflamatoria a cristais
de MSU. Diversos estudos ja demonstraram que durante a formagao do processo
inflamatoério em resposta ao acido urico, em um ataque agudo de gota, ha o
influxo de neutrdéfilos para o liquido sinovial das articulacbes e em resposta ao
MSU, essas células comecam a produzir e liberar diferentes moléculas
inflamatdrias como as citocinas interleucina 6 (IL-6), IL-1B e interleucina 8 (IL-8)
(SO; THORENS, 2010; MITROULIS; KAMBAS; RITIS, 2013).

Além disso, alguns autores sugerem que macrofagos também sejam
importantes para a producdo e liberacdo desses mediadores inflamatérios
(DALBETH; HASKARD, 2005; MALAWISTA; DE BOISFLEURY; NACCACHE,
2011). A IL-1B é o mediador

responsavel por recrutar e ativar mais neutrofilos para a regido inflamada,
0 que gera uma cascata de eventos que agrava o processo inflamatério (SCANU
etal., 2012; MITROULIS; KAMBAS; RITIS et al., 2013). Alguns farmacos, como
o Canakinumab e o Rilonacept, sdo inibidores da acdo da citocina IL-1B3 e
demonstraram ser capazes de atenuar a dor e o processo inflamatério em
individuos com gota, tanto durante a fase aguda, quanto na fase crénica (SO;
THORENS, 2007; SCHLESINGER, 2014).

Por outro lado, vimos que o alcaloide aporfinico ndo possui uma atividade

anti- hiperuricémica, pois ele nio foi capaz de inibir a atividade da enzima xantina
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oxidase. A xantina oxidase € uma enzima chave na via de catabolismo de
purinas, pois ela é a responsavel pela catalisacdo da oxidacdo do composto
hipoxantina em xantina e, em seguida, para acido urico, sendo este o produto
final da via em humanos. Portanto, caso essa enzima seja inibida, menos acido
urico seria formado. A fim de tentar encontrar um possivel mecanismo de agao
da estefalagina, esse teste foi realizado, pois ha farmacos no mercado que
atuam no controle dos niveis de acido urico em pacientes com gota, como € o
caso do alopurinol e conforme citado anteriormente, esse medicamento é
amplamente utilizado no tratamento da artrite gotosa.

Diversos ensaios relacionados com a seguranga da estefalagina foram
realizados e os resultados até agora foram muito satisfatérios. A estefalagina
demonstrou que ndo causa lesdes hepaticas ou renais nos camundongos, como
demonstrado pelas analises toxicologicas das enzimas aminotransferase de
aspartato e de alanina (AST e ALT). Essas enzimas residem dentro de células
do figado, mas quando ha danos no érgéo, elas caem na corrente sanguinea e,
assim, conseguimos avaliar possiveis lesées. Ja para avaliar danos renais, foram
dosados ureia e creatinina, compostos filtrados nos rins. Quando os rins nao
estdo em perfeito funcionamento, ha uma queda na taxa de filtragdo glomerular
(TFG), sendo esse um parametro que indica se as impurezas sanguineas estao
sendo filtradas corretamente pelos rins e eliminados na urina. Portanto, quando
isso acontece, as taxas de ureia e creatinina no sangue aumentam. A fim de
analisar alteracbes morfoldégicas em camundongos causados pela estefalagina,
administramos o alcaloide e observamos os animais por 7 dias. No entanto, nédo
constatamos nenhum tipo de alteracdo macroscépica, nem nas fezes ou peso dos
animais, durante o tempo analisado. Ainda, a estefalagina também n&o
interfere na atividade motora dos animais, como demonstrado por Justino e
colaboradores em 2020, pelo ensaio de campo aberto. Portanto, com esses
resultados obtidos até o momento, o alcaloide proveniente do araticum aparenta

ser muito seguro para o uso terapéutico.

6. Conclusao

Em suma, com este estudo conseguimos demonstrar que o alcaldide
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aporfinico estefalagina possui um grande potencial de vir a se tornar um farmaco
para o tratamento da artrite gotosa. Vimos que o composto foi capaz de previnir
a dor e 0 edema nos animais com a doenga induzida, além de atenuar parametros
inflamatdrios como demonstrado nos experimentos da enzima MPO e da citocina
IL-18. Mostramos que o alcaloide aparenta ser seguro, pois em diversos ensaios
feitos, ele ndo causou nenhum tipo de alteragdo no que diz respeito a efeitos
adversos e colaterais. No entanto, vé-se a necessidade de uma maior
investigacdo para a elucidagdo do seu mecanismo de agéo, visto que nesse
trabalho mostramos que a estefalagina nao tem como alvo a enzima xantina
oxidase e também nao parece estar associada com a diminuicdo dos niveis
séricos de acido urico nos animais, como demonstrado no experimento utilizando

0 acido oxonico, um inibidor da uricase.
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