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Atividade anti-inflamatoria do infuso das folhas de Eriobotrya jap6nica na

artrite experimental.

RESUMO

Eriobotrya japonica (E. japonica) é uma planta medicinal chinesa que atualmente é cultivada
no Brasil. As folhas de E. japonica s&o popularmente usadas no tratamento de inflamagao; no
entanto, existem poucos estudos cientificos mostrando os efeitos dessas propriedades na
artrite ou na doenca reumatologica. A presente pesquisa teve como propoésito analisar o efeito
do extrato aquoso obtido pela infusdo das folhas de E. japonica (EJLE) sobre inflamagéo
articular. Foi realizada uma investigacdo experimental com camundongos Swiss, que foram
tratados por via oral com EJLE e induzidos a inflamacéo pleural aguda (30, 100 e 300 mg/kg),
edema de pata induzido por carragenina (100 mg/kg), inflamacao articular do joelho induzida
por zymosan (100 mg/kg) e inflamagdo persistente induzida por Adjuvante Completo de
Freund (CFA) (30 e 100 mg/kg). Foram analisados hiperalgesia mecénica, frio e edema. A
analise cromatogréfica de EJLE revelou a presenca de acido corosolico, acido oleandlico e
acido ursélico. EJLE apresentou atividade anti-inflamat6ria no modelo de pleurisia, inibindo a
migracao de leucdcitos, extravasamento de proteinas e producédo de 6xido nitrico. No modelo
de inflamagdo articular aguda, o EJLE reduziu o nimero de leucdcitos na cavidade articular,
edema da pata e hiperalgesia (quatro horas apés a inducdo). No modelo de inflamacéo
persistente induzida por CFA, o extrato reduziu o edema da pata e alodinia ao frio a partir da
avaliacdo do décimo primeiro dia e hiperalgesia mecéanica desde a avaliacdo do sexto dia.
Desta forma pode-se concluir que EJLE possui potencial anti-inflamatorio e anti-
hiperalgésico em modelos de artrite experimental aguda e cronica, tornando este extrato uma

nova possibilidade para o tratamento de doencas inflamatérias articulares agudas ou crénicas.

Palavras-chave: E. japonica; anti-inflamatdrio, anti-hiperalgésico, artrite; néspera.
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Anti-inflammatory activity of leaf infusion Eriobotrya japonica in the

experimental arthritis

ABSTRACT

Background: Eriobotrya japonica (E. japonica) is a Chinese medicinal plant that is currently
grown in Brazil. E. japonica leaves are popularly used in the treatment of inflammation;
however, there are few scientific studies showing the effects of these properties on arthritis or
rheumatological disease. Purpose: The present research is an experimental investigation of the
effect of water extract obtained from infusion the leaves of E. japonica (EJLE) on
experimental articular inflammation. Study Design and Methods: Swiss mice were treated
orally with EJLE and analyzed for acute pleural inflammation (30, 100, and 300 mg/kg), paw
edema induced by carrageenan (100 mg/kg), acute knee inflammation induced by zymosan
(100 mg/kg), and persistent arthritis induced by Complete Freund's Adjuvant (CFA) (30, and
100 mg/kg). Mechanical hyperalgesia, cold allodynia and edema were analyzed. Results:
Chromatographic analysis of EJLE revealed the presence of corosolic acid, oleanolic acid,
and ursolic acid. EJLE presented anti-inflammatory activity in the pleurisy model, inhibiting
leukocyte migration, protein extravasation and nitric oxide production. In the acute joint
inflammation model, EJLE reduced the number of leukocytes in the joint cavity, paw edema
and mechanical hyperalgesia (4 h after induction). In the persistent inflammation model
induced by CFA, the extract reduced paw edema and mechanical hyperalgesia after 11 days
and cold allodynia after day 6. Conclusions: EJLE has anti-inflammatory and antihyperalgesic
potential in models of acute inflammation and acute and chronic articular inflammation,

making this extract a new possibility for treating acute or chronic inflammatory join diseases.

Keywords: E. japonica; anti-inflammatory, antihiperalgesic, arthritis; loquat.
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1 INTRODUCAO

A artrite € uma doenca que promove um processo inflamatorio articular, de causa
multifatorial, com prevaléncia de 23% em adultos dos Estados Unidos (BARBOUR et al.,
2018), causa um forte impacto na qualidade de vida das pessoas e tem um alto custo de
tratamento. A artrite reumatoide (AR), por exemplo, € um dos tipos de artrite mais grave e
complexa, que acomete de 0,5 a 1,0% da populacdo (SMOLEN et al., 2018). No Brasil, em
estudo de prevaléncia realizado em 2004, constatou-se que a artrite reumatdide (AR) acomete
cerca de 0,48% da populacdo (SENNA et al., 2004), este numero representa cerca de um
milhdo de pessoas (BRASIL, 2017), confirmando estudo multicéntrico anteriormente
realizado de prevaléncia de 0,2 a 1,0% em adultos nas macrorregides brasileiras (MARQUES-
NETO et al, 1993). A AR acomete principalmente mulheres (3:1) da segunda a quarta década
de vida (KUMAR et al, 2016) e tem como caracteristicas: ser sisttmica, com manifestacdes
de artrite poliarticular, rigidez matinal, degeneracdo inflamatdria e destrutiva da cartilagem,
destruicdo do tecido Osseo articular e periarticular e deformidades que podem resultar em
perda da funcéo e na incapacidade para o trabalho, afetando consideravelmente a qualidade de
vida (SMOLEN et al., 2018).

Os tratamentos da AR ainda sdo limitados pois ndo promovem a prevencdo do dano
articular, ndo é responsivo em todos os pacientes ou possuem muitos efeitos adversos. Sdo
eles os inibidores da sintese de prostaglandinas, analgésicos ou os anti-inflamatérios néo
esteroidais (AINES); os glicocorticdides associados ao metotrexato (MTX); os modificadores
de doenca (DMARDSs); e os anticorpo anti-fator de necrose tumoral (anti-TNF) ou anti-
interleucina-6 (anti-1L-6) (SMOLEN et al., 2018).

Os medicamentos fitoterapicos sdo uma importante alternativa no tratamento da
inflamacédo cronica. Sua origem natural e composicdo com varios agentes ativos promovem
acOes farmacodinamicas aditivas ou sinérgicas (ZHANG, J. et al., 2015). A Eriobotrya
japonica Lindl. (Familia Rosaceae), popularmente conhecida como néspera ou loquat tem
origem na China e é cultivada em varios outros paises (ZHOU et al., 2007; MAHER et al.,
2015; MAEMA et al., 2016; LIU et al., 2016;). Estudos com extrato das folhas de E. japonica
(CHA et al., 2011; KIM; SHIN, 2009) e seus compostos (HUANG et al., 2007; BANNO et
al., 2005) demonstraram a atividade da folha da planta em processos inflamatérios e na dor.

Infusdes e decocgdes das folhas frescas e secas de E. japonica sdo utilizadas no
tratamento de diversos tipos de inflamagdo; no entanto, embora a E. japonica possa ter
potencial terapéutico na artrite  (SIMMONDS; PREEDY, 2016), ndo ha estudos



17

experimentais que demonstrem estas propriedades (ZHANG. J. et al., 2015). Nesse contexto,
torna-se importante avaliar atividade anti-inflamatdria e antinociceptiva articular do extrato
aquoso obtido por infusdo da folha de Eriobotrya japdonica (EJLE), evidenciando o seu
potencial farmacologico e clinico. Dois modelos inflamatorios de carragenina (pleurisia e
edema de pata) foram utilizados para determinar a curva dose-resposta, a curva de resposta
temporal e o perfil anti-inflamatorio, os modelos inflamag&o articular induzidos por zymosan
e Complete Freund's Adjuvant (CFA) foram considerados para avaliar o EJLE. Assim, este
estudo teve como objetivo avaliar a propriedade anti-inflamatéria articular e anti-

hiperalgesicas do EJLE.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Aspectos farmacolégicos da dor e da inflamacéo

2.1.1 Processo inflamatério

2.1.1.1 Historico

O termo inflamac&o tem origem no latim inflammare (incendiar) (FERRERO-
MILIANI et al., 2007), e do grego phlogos (pegar fogo) (BRASILEIRO FILHO, 2006) e
consiste em uma resposta do organismo a lesdo tecidual, com processos moleculares e
celulares (WINYARD; WILLOUGHBY, 2003) com o0 objetivo de reestabelecimento da
homeostase (MEDZHITOV, 2008). Os estimulos nocivos desencadeiam uma resposta
inflamatoria, com reacfes vasculares e celulares. Os sinais clinicos de rubor (vermelhiddo),
ardor (calor), tumor (inchago) e dolor (dor) foram descritos pela primeira vez por Cornelius
Celsus no século I d.C. (MAJNO, 1975; MEDZHITOV, 2010), a perda de funcao foi
mencionada posteriormente por Rudolf Virchow (FERRERO-MILIANI et al., 2007). Além
disto, a acidose, devido & hipoOxia, também € referenciada por alguns autores como
componente do processo inflamatdério (MENKIN; WARNER, 1937).

O processo inflamatorio comegou a ser compreendido melhor com John Hunter
(1728-1793), cirurgido escocés da escola de cirurgibes de Londres, que fez importantes
consideracBes sobre o sistema circulatério (HUNTER, 2007) e a sua relacdo com a
inflamagdo. No entanto, no século XIX, varia descobertas contribuiram para elucidar os
mecanimos do processo inflamatdrio. Os estudos de Rudolf Virchow relacionou a inflamagéo
com a base celular (MEDZHITQOV, 2010); llya Metchnikoff também contribuiu ao apresentar
a teoria da imunidade celular (1892), com acdo de fagocitos, na defesa e homeostase no
processo inflamatério e de reparo tecidual (TAUBER, 2003); ja as pesquisas sobre
microrganismos de Robert Koch e Louis Pasteur, foram fundamentais na compreensdo da
resposta inflamatdria ao agente infeccioso (MEDZHITOV, 2010) e Otto Cohnheim descreveu
que as células inflamatorias tem origem da circulacdo por uma alteracdo da parede do vaso
(DOERR, 1985). Posteriormente, Popielski, em 1909, descreveu um agente depressor, o qual
denominou "vasodilatina”, e que foi posteriormente denominado histamina, e isolado do
figado e do pulméo do corpo humano com evidencias de a¢do vasodilatadora (BEST et al.,
1927; LIEBERMAN, 2011). Desta forma, foi possivel comegar a relacionar a conjungédo dos

sinais e sintomas da inflamacao.
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Assim, pode-se compreender que, apds a injuria, os mediadores inflamatérios
recrutam os leucocitos, aumentam a vasodilatacdo e a permeabilidade vascular; que, por sua
vez, promovem a vermelhiddo, o aumento da temperatura local e o edema tecidual;
consequentemente, a compressdo das terminagdes nervosas provoca a dor; e a dor e as
alteragBes mecénicas podem interferir na funcéo; concomitantemente, a hipdxia tecidual e o
deslocamento glicolitico reduzem o pH que, por sua vez, aumenta o edema e a dor
(KUPRASH; NEDOSPASOV, 2016). A elucidacdo sobre o processo inflamatério pode,
entdo, explicar a relacdo do sistema imunoldgico com a inflamacdo e os seus mecanismos
moleculares e mediadores inflamatérios (MEDZHITOV, 2010).

2.1.1.2 Fisiopatologia do processo inflamatorio

A inflamacdo € uma resposta protetora vascular do sistema imunoldgico a uma
agressdo (INSTITUTE FOR QUALITY AND EFFICIENCY IN HEALTH CARE, 2010) com
0 proposito de proteger os tecidos e elimiar o estimulo incitante, proporcionar o reparo
tecidual e estabelecer a memdria imunoldgica (FULLERTON; GILROY, 2016). A inflamacéo
pode ser desencadeada pelo contato do tecido com substancias quimicas, agentes fisicos,
microbianos, por resposta imunoldgica e também por isquemia (KUMAR et al., 2016).

As reaces inflamatérias normalmente séo autolimitadas e com autorresolucéao; apos
um trauma ou infeccdo, com consequente resposta inflamatéria, os mediadores celulares sao
ativados, e respondem com a liberacdo de citocinas, ampliando a acdo inflamatdria para que
ocorra o reparo tecidual e a eliminacdo do patdgeno (FOUGERE et al., 2016). Assim, embora
a reacdo inflamatoria possa parecer nociva, é, na realidade, uma resposta de protecdo com o
intuito de combater a causa da lesdo e/ou o promover o reparo tecidual, neutralizando e
eliminando os agentes agressores e promovendo o reestabelecimento da homeostase tecidual
(KASSUYA, 2013).

Entretanto, nas reagdes inflamatdrias com componente autoimune, alérgico ou
protetor, a inflamacdo aguda ou crénica pode contribuir com a patogénese de doengas como
aterosclerose, obesidade, doengas neurodegenerativas, pulmonares e AR (NATHAN; DING,
2010). O envelhecimento e algumas doencas relacionadas a idade, também podem perpetuar a
resposta inflamatoria, pois os niveis de mediadores inflamatérios aumentam com a idade,
mesmo na auséncia de um fator causal (FOUGERE et al., 2016). Além disto, a inflamac&o
crbnica no idoso, que se apresenta geralmente em baixo grau, pode aumentar a mortalidade e

ser um fator predisponente para o desenvolvimento de outras doengas como diabetes tipo 2,
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doengas cardiovasculares e Alzheimer, osteoporose, sarcopenia e cancer (SHACTER,;
WEITZMAN, 2002; GORDON, 2008; FOUGERE et al., 2016; GERMOLEC et al., 2018).

O processo inflamatério desenvolve-se por uma sequencia geralmente pré-
determinada que inicia na fase aguda por meio do contato do tecido com o estimulo agressor,
reconhecimento extravascular por células e moléculas do tecido lesionado; liberagdo de
citocinas, quimiocinas; recrutamento e ativacao das proteinas plasmaticas e dos leucécitos da
circulacdo sanguinea local para o local da lesdo; controle e conclusdo da reacdo; e reparo
tecidual e a cicatrizacdo; contudo, a exposic¢do prolongada ao agente agressor ou uma resposta
inadequada do organismo pode conduzir 0 processo para a cronicidade, o que pode resultar
em danos teciduais e a fibrose (GERMOLEC et al., 2018).

Os indutores exogenos da inflamacdo podem ser de origem microbiana e néo
microbiana. Dentre os grupos dos microbianos, existem os Padrdes Moleculares Associados a
Patogenos (PAMPs) e os fatores de viruléncia: os PAMPs séo identificados por receptores de
reconhecimento de padrdes do hospedeiro; os fatores de viruléncia ndo sdo detectados
diretamente por receptores especificos, mas suas atividades no tecido do hospedeiro podem
ser constatadas. Dentre os grupos de indutores exdgenos nao microbianos, podemos citar as
substancias alergénicas, os agentes irritantes ou toxicos e 0s corpos estranhos. Ja os indutores
enddgenos sdo produzidos por tecidos danificados, estressados ou com alteragdes funcionais,
que liberam substancias, proteinas ou particulas celulares que sdo reconhecidas como
sinalizadores de lesdo. Dentre eles, os PadrGes Moleculares Associados a Danos (DAMPS),
que sdo moléculas de células danificadas do proprio hospedeiro (MEDZHITOV, 2008;
VARELA et al., 2018).

Os receptores presentes na membrana plasmatica, nos endossomos e no citosol
detectam a presenca de micro-organismos ou de corpos estranhos como, por exemplo, 0s
pertencentes a familia dos receptores Toll-like (TLRs), presentes principalmente nas células
epiteliais, dendriticas, macrofagos e outros leucdcitos; os receptores ativam o inflamassomo e
este induz a producdo de citocinas interleucina-1 (IL-1) (KUMAR et al., 2016), Fator de
Necrose Tumoral (TNF-a) e IL-6, capazes de alterar a permeabilidade do endotélio e,
consequentemente, permitir a passagem de leucdcitos para o intersticio, que inicialmente sdo
monocitos e/ou neutrofilos, que, por sua vez, liberam enzimas que degradam 0s
microrganismos e as células mortas; no entanto, como consequéncia, ocorre a liberacdo de
Espécies Reativas de Oxigénio (ERO), que se acumulam nos tecidos e sdo capazes de
promover danos as células saudaveis. Além disto, o edema ocorre pelo deslocamento do
plasma para o intersticio (VARELA et al., 2018).
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2.1.1.3 Classifica¢do do processo inflamatorio: inflamacéo aguda e crénica

A inflamacdo pode ser classificada como aguda ou cronica: a inflamacdo aguda
possui resposta inicial rapida, com duracdo de horas a poucos dias; enquanto a inflamacao
cronica é de longa duracdo e pode prolongar por semanas ou meses (AGOTEGARAY et al.,
2014).

As principais causas de inflamacdo aguda sdo: infec¢bes (bacterianas, virais,
fangicas ou parasitarias), toxinas microbianas; necrose tecidual (por isquemia, traumas e
lesbes quimicas ou fisicas, queimaduras, corpos estranhos, sujeiras, restos metabdlicos e
suturas); e reacdes imunoldgicas (doencgas autoimunes, alergias) (VARELA et al., 2018).

As fases da inflamagdo aguda sdo caracterizadas por vasodilatacdo capilar, aumento
do fluxo sanguineo, aumento da permeabilidade capilar, migracdo de proteina plasmatica e
leucdcitos do sangue para os tecidos, ativacdo e concentragdo dos leucdcitos no foco da leséo
(MEDZHITOV, 2010; MITCHELL et al, 2012; AGOTEGARAY et al, 2014,
FULLERTON; GILROY, 2016; KUMAR et al., 2016), conforme descrito a seguir:

a) o processo inflamatorio agudo inicia com uma reacdo vascular, promovida pela liberacao
de histamina, que faz a dilatacdo arteriolar, abertura capilar, aumento do fluxo e da
permeabilidade capilar e, consequentemente, aumento da temperatura e hiperemia local;

b) o aumento da permeabilidade microvascular promove a exudacao de alta concentracdo de
proteinas e residuos celulares que resulta em edema ou conteido purulento (em casos de
infeccdo);

c) a estase favorece o deslocamento dos leucécitos sanguineos (neutréfilos) para as
proximidades do endotélio vascular que, nestas condi¢des, expressam niveis maiores de
molécula de adesdo (selectinas e integrinas), moléculas de adesdo celular endotelial
plaquetarias do inglés Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule (PECAM) e citocinas.
As selectinas sdo responsaveis pelo rolamento, as integrinas pela ligacdo dos leucécitos ao
endotélio e a PECAM pela transmigracéo;

d) os leucécitos marginalizam, rolam e aderem ao endotélio e migram para o intersticio
(transmigracdo ou diapedese) e, posteriormente, para o local da lesdo por estimulos
quimiotaticos. Sua funcdo é de eliminar os agentes agressores pela fagocitose e produzir
fatores de crescimento; contudo, quando fortemente ativados, podem causar dano tecidual
e prolongar a inflamagéo;

e) 0s quimiotaticos exdgenos mais comuns sdo 0s produtos bacterianos e os enddgenos sdo as

cininas. Os leucocitos movem-se projetando os seus filopddios;
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os leucdcitos participam do reconhecimento do agente agressor pelos TLRs e outros
receptores, e realizam a fagocitose e a degradacao da particula por ERO e espécies reativas
de nitrogénio, principalmente as derivadas de oxido nitrico (NO) produzido pela acéo do
oxido nitrico sintase (NOS). A enzima oOxido nitrico sintase induzida (iNOS) e as enzimas
lisossdmicas promovem a eliminagdo do microrganismo ou seus produtos;

os neutrdfilos também podem produzir redes fibrilares extracelulares (NETS) em resposta a
presenca de microrganismos e aos mediadores inflamatorios. Esta rede aprisiona 0s
microrganismos e fornecem alta concentracdo de substancia antimicrobiana. No processo
de formacdo das NETs, o nacleo do neutréfilo ndo pode mais ser visualizado, pois o
processo de produgdo destas redes ocorre com a expulsdo do contetudo nuclear, com a
consequente morte celular;

alguns linfocitos T (células Th17) também participam da inflamagdo aguda produzindo
citocina IL-17. Esta citocina estimula a secre¢do de quimiocinas que promovem
recrutamento de leucdcitos;

apos a eliminacdo do agente agressor, a inflamacao aguda deve entrar em um processo de
resolucdo para que ndo ocorra danos ao tecido. Para assegurar esta autorregulacdo, 0s
mediadores inflamatdrios sdo sintetizados somente na presenca de estimulos, possuem
pequena meia-vida e sdo rapidamente degradados. Além disto, os neutréfilos sofrem
apoptose poucas horas apds sairem da corrente sanguinea e ainda sdo produzidos
leucotrienos pro-inflamatoérios (lipoxinas anti-inflamatdrias) e ocorre a liberacdo de
citocinas anti-inflamatdrias fator de crescimento transformante B (TGF-B) e a IL-10 por
macrofagos e outras células. As descargas colinérgicas por impulsos neurais também

parecem inibir a producdo de TNF em macro6fagos.

A inflamacdo aguda € associada a rea¢des sistémicas induzidas por citocinas TNF,

IL-1, IL-6 e interferon do tipo | (IFN-1) caracterizadas por: febre, com aumento de 1 a 4 °C,

aumento da concentracdo da proteina plasmatica da fase aguda proteina C-reativa (PCR),

fibrinogénio e proteina amiloide sérica A (SAA), leucocitose ou reacfes leucemoides,

aumento da pulsacdo e da pressdo arterial, calafrios, anorexia, mal estar e sonoléncia
(KUMAR et al., 2016).

A inflamacdo pode evoluir para a restauragdo da homeostase, cicatrizacdo ou para a

inflamacdo crénica. Também pode promover danos permanentes pelo estresse oxidativo,

liberacdo enzimaética e choque (RAUCH et al., 2013) e respostas insuficientes podem levar a

morbidade e reducdo do tempo de vida (ZHANG, J. et al., 2015) e/ou fibroses. Por outro
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lado, a resolugdo esperada do processo inflamatério deve neutralizar e eliminar o agente
agressor e restaurar o tecido, finalizar a infiltracdo leucocitéaria, a apoptose e remover 0s
neutrofilos e os residuos pelos macréfagos, que depende de mediadores anti-inflamatorios e
pré-inflamatorios: prostagladinas ciclopentenonas, lipoxinas, Fator Nuclear Kappa B (NF-xf),
resolvinas, anexina | e mediadores de apoptose (KASSUYA, 2013).

A inflamacdo cronica pode ser compreendida como uma resolucdo incompleta da
inflamacdo aguda em que ndo se concluiu uma resposta imune adaptativa (FULLERTON;
GILROY, 2016), pela permanéncia do agente nocivo, das células inflamatorias
mononucleares (macréfagos, linfocitos e plasmocitos) e/ou dos seus mediadores
(AGOTEGARAY et al., 2014), com fendmenos vasculares e exsudativos persistentes
(BRASILEIRO FILHO, 2006). Os proprios leucdcitos podem causar lesbes célulares e
teciduais em infeccdes de dificil resolucdo, em respostas autoimunes ou em reacles alérgicas,
por ndo conseguir fazer distingdo das células do agressor com as células do hospedeiro. A
liberacdo de substancias microbicidas como ERO, NO e enzimas lisossdbmicas pode
intensificar o processo inflamatdrio por lesdo celular e do endotélio (COTRAN et al., 2000).

A inflamacdo cronica que ocorre em uma grande variedade de doencas, em especial
as promovidas por exposi¢do prolongada a agentes toxicos, doencas alérgicas, autoimunes,
infeccdes cronicas (KUMAR et al., 2016), diabetes tipo 2 e e parece estar relacionada com o
desequilibrio homeostatico responsaveis por parte do sistema imunoldgico e/ou de reparo
(MEDZHITOV, 2008). Este tipo de inflamacdo pode acelerar o envelhecimento por
permanecer com niveis elevados de citocinas pré-inflamatorias que interferem diretamente no
sistema imunolégico (FOUGERE et al., 2016) e resultar em doenca cronica associada a idade
(PRASAD et al., 2012).

No que se refere a inflamacdo e o reparo da cartilagem articular, embora a
inflamacdo aguda possa contribuir com o processo de reparo da fratura, tem demonstrado ser
prejudicial na condrogénese e na recuperacdo do tecido cartilaginosos; da mesma forma, a
inflamacdo sistémica é nociva a qualquer tipo de reparo tecidual (KRAAN, 2019). Assim, a
inflamacdo crénica na osteoartrite pode contribuir com os sintomas e com a progressdo desta
enfermidade (LIU-BRYAN; TERKELTAUB, 2015).

2.1.1.4 Mediadores da inflamacgéo
Os mediadores da inflamacdo sdo substancias responsaveis pelo inicio e a regulacdo
da inflamacéo, secretados por células ou produtos de proteinas plasmaticas, e podem ser

classificados em: de liberacdo imediata (alteragcdes vasculares e exudativas) e os de liberacao
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mediata ou tardia (manutencdo dos fendmenos vasculares, exudativos, reparativos e
produtivos, para a cura ou a cronicidade da inflamagdo) (BRASILEIRO FILHO, 2006). Estes
mediadores declinam rapidamente, depurados, inibidos e desativados por enzimas. Por outro
lado, os mediadores priméarios podem estimular a liberacdo dos secundarios, com a mesma
acdao do mediador inicial, diferente ou antagbnica, intensificando ou neutralizando a ac¢éo do
mediador priméario. Os principais mediadores da inflamagdo aguda séo: aminas vasoativas,
produtos lipidicos (prostaglandinas e leucotrienos), citocinas (quimiocinas) e os produtos de

ativacdo do complemento descritos abaixo (Tabela 1) (KUMAR et al., 2016).

Tabela 1: Principais mediadores da inflamac&o aguda

Mediador Origem Acéo
Histamina Mastécitos Vasodilatacéo
Basdfilos Aumento da permeabilidade vascular
Plaquetas Ativagdo endotelial
Prostaglandinas Mastacitos Vasodilatacéo
Leucdcitos Dor
Febre
Leucotrienos Mastécitos Aumento da permeabilidade vascular
Leucécitos Quimiotaxia
Adesdo e ativacao de leucécitos
Citocinas (TNF, IL-1, IL-6) Mastécitos Acéo local: Ativacdo endotelial (expressdo
Células endoteliais de moléculas de adesdo)
Macrdfagos Acdo sistémica: febre, anormalidades
metabdlicas, hipotensdo (choque)
Quimiocinas Leucécitos Quimiotaxia
Macrdfagos ativos Ativagdo de leucocitos
Fator ativador plaquetario Mastécitos Vasodilatagao
Leucécitos Aumento da permeabilidade vascular
Adesao de leucécitos
Quimiotaxia

Degranulacédo
Exploséo oxidativa

Complemento Plasma (produzido no figado)  Quimiotaxia
Ativagdo de leucocitos
Eliminacdo direta do alvo (ataque a
membrana)
Vasodilatagdo (estimula¢do de mastécitos)

Cininas Plasma (produzido no figado) ~ Aumento da permeabilidade vascular
Contragéo muscular lisa
Vasodilatacéo
dor

Fonte: adaptado de Kumar et al., 2016, p. 85
As caracteristicas dos principais mediadores da inflamagdo aguda e suas

caracteristicas sdo (KUMAR et al., 2016; KASSUYA, 2013; GERMOLEC et al., 2018):
a) aminas vasoativas: a histamina e a serotonina sdo o0s primeiros a serem liberados por

estarem pré-formadas nas células, com importante acdo vascular;
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mediadores lipidicos metabolicos do &cido araquiddénico:  prostaglandinas (PG) e
leucotrienos estimulam as reacGes vasculares e celulares da inflamagéo aguda;

mediadores lipidicos metabdlicos do acido araquiddnico: lipoxinas suprimem a inflamacao
pela inibicdo do recrutamento de leucdcitos, inibindo a quimiotaxia e a adesdo dos
neutrofilos ao endotélio;

citocinas sdo proteinas responsaveis por mediar e regular as reagdes inflamatdrias e
imunologicas (Tabela 2), agindo como mensageiros moleculares. As citocinas da
inflamacédo aguda sdo o TNF, IL-1, IL-6, quimiocinas, IL-17; da crbnica a IL-12, IFN-y e
IL-17. O TNF e a IL-1 promovem a adeséo e a migracdo dos leucocitos no endotélio. As
principais funcbes do TNF e da IL-1 séo de ativacdo endotelial, ativacdo de leucocitos e
resposta sisttmica de fase aguda. As quimiocinas sdo as pequenas proteinas
qguimioatraentes de leucdcitos e podem ser classificados em quatro grupos (sub-familias):
CXC, CC, quimiocinas C, CX3C ou fractalcina. A IL-6 participa de reagdes inflamatorias
locais e sistémicas; a IL-17 contribui com o recrutamento de neutrofilos;

0 sistema complemento é composto por diversas proteinas (C1 a C9) presentes no plasma e
que sdo ativadas por microrganismos e anticorpos e participa da imunidade ativa ou inata,
promovendo a quimiotaxia leucocitaria, aumento da permeabilidade vascular, opsonizagéo,
fagocitose e morte celular;

o fator de ativacdo plaquetaria (PAF) € um mediador derivado dos fosfolipidios e promove
a agregacdo plaquetaria, a vaso e broncoconstri¢cdo, a vasodilatacdo e o aumento da
permeabilidade venular;

as cininas sdo derivadas de proteinas de origem plasmatica e sdo vasoativas e podem
mediar a dor. A bradicinina, por exemplo, aumenta a permeabilidade vascular, dilata os
vasos sanguineos, contrai a musculatura lisa e pode causar dor se injetada na pele;
neuropeptidios (ex: substdncia P e neurocininas) podem iniciar e regular as respostas
inflamatorias e sua funcdo esté relacionada a transmissao dos impulsos de dor, regulacéo
da presséo arterial, estimulo a secre¢cdo hormonal enddcrina e aumento da permeabilidade

vascular.
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Citocinas Origem Acdes na inflamacéo

Inflamacé&o aguda

TNF Macrofago Estimula a expressdo de moléculas de adeséo endotelial
Mastdcitos Estimula a secrecdo de outras citocinas
Linfocitos T Efeitos sistémicos

IL-1 Macrofagos Similar ao TNF
Células endoteliais Febre
Algumas células epiteliais

IL-6 Macrofagos Efeitos sistémicos
Outras células

Quimiocinas Macrofagos Recrutamento de leucdcitos para o local da lesdo
Algumas células epiteliais ~ Migracdo de células em tecidos normais
Linfocitos T
Mastdcitos
Outras células

IL-17 Linfocitos T Recrutamento de neutréfilos e mondcitos

Inflamacéo crénica

IL-12 Células dendriticas Aumento da produgdo de IFN-gama
Macro6fagos

IFN-gama Linfécitos T Ativacao de macrofagos
Células NK

IL-17 Linfécitos T Recrutamento de neutréfilos e monécitos

Fonte: adaptado de Kumar et al., 2016, p.88

Assim podemos compreender que os mediadores da inflamacdo promovem reac6es
especificas. A vasodilatagcdo é promovida pela histamina e PG; 0 aumento da permeabilidade
vascular pelas substancias: histamina, serotonina, complemento (C3 e C5a) e leucotrienos; a
guimiotaxia, recrutamento e ativacdo de leucécitos por TNF, IL-1, quimiocinas, C3a, C5a e
leucotrienos B4; a febre por IL-1, TNF, PG; a dor por PG e bradicininas; e a lesdo tecidual
por enzimas lisossomicas de leucécitos e ERO (KUMAR et al., 2016).

O processo inflamatério, ao longo de suas fases, é integrado por uma complexa rede
de interacdo entre mediadores agonistas, sinérgicos (proinflamatorios) e antagonistas (anti-
inflamatorios), que agem de forma harmoniosa nos receptores celulares e nos leucocitos
promovendo a regulacdo da sua atividade. Assim, a resolugé@o espontanea da inflamacao inicia
guando ha predominancia de antagonistas da inflamacéo sobre os agonistas e/ou por bloqueio
na recepc¢do e transferéncia dos receptores. Os mediadores anti-inflamatorios sdo moléculas
induzidas durante a sintese dos mediadores inflamatérios ou sdo os proprios mediadores
inflamatdrios quando agem em receptores especificos capazes de promover acgdo anti-
inflamatoria (BRASILEIRO FILHO, 2006).

A compreensdo sobre o recrutamento e a migragdo de leucdcitos contribuiu com o
desenvolvimento de medicamentos anti-inflamatorios utilizando alvos terapéuticos potenciais.

Os bloqueadores de TNF e antagonistas das integrinas dos leucdcitos sdo dois importantes
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exemplos de terapias para controle do processo inflamatorio. No entanto, podem agir
diretamente no recrutamento de leucdcitos e influenciar na defesa do organismo as infeccGes
(KUMAR et al., 2016) e, além do seu alto custo, estd associado a efeitos adversos e
morbidade (PRASAD et al., 2012).

2.1.2 Dor

De acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP, 1994), a dor
é definida como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel que esta associada com
lesdes reais ou potenciais ou descrita em termos de tais lesdes”. Assim, a percepc¢do da dor
alerta o0 organismo sobre um dano ou uma leséo em potencial, com o intuito de protegé-lo de
alguma agressdo. A dor pode ser modulada por fatores psicologicos, sociais e contextuais
(CARLINO et al., 2014).

Em termos de duracdo, a dor pode ser aguda ou cronica. A dor aguda tem relacéo
com uma lesdo tecidual recente, ativacdo de nociceptores e pode desaparecer até mesmo antes
da cura do dano tecidual;, a dor cronica pode se perpetuar por meses ou anos (PARK;
VASKO, 2005). A dor cronica envolve adaptac6es duradouras e complexas, neste tipo de dor
ocorre o aparecimento de alteracBes sindpticas pouco adaptadas e celulares em longo prazo,
com ativagdo de processos de memoria dindmica e pode causar distirbios emocionais
caracteristicos, incluindo: depressdo, estresse e ansiedade (ZHANG et al., 2011).

A dor pode, ainda, ser classificada como fisioldgica ou nociceptiva (quando héa
ativacdo direta dos nociceptores sem alteracdes teciduais), inflamatéria (provocada por danos
teciduais), neuropatica (provocada por lesdo do sistema nervoso central) e idiopéatica (onde a
causa ndo foi identificada) (WOOLF; SALTER, 2000; THAKUR et al., 2014). O correto
diagnostico da causa da dor é importante por direcionar o plano de tratamento.

As vias somatossensoriais da dor iniciam nos receptores denominados nociceptores,
ou seja, terminacdes nervosas livres de fibras aferentes primarias sensiveis aos estimulos
dorososo enddgeno ou exdgeno (GROSSER et al, 2016). Os estimulos sdo conduzidos pelas
vias aferentes ao corno posterior da medula espinhal e transmitidos ao tdlamo e ao cértex
cerebral. Os receptores de dor podem sem classificados em térmicos, mecanicos, polimodais e
silentes. Os receptores térmicos sdo ativados por temperaturas extremas maiores que 45 °C ou
menores que 5 °C; 0s mecanicos por pressdo intensa aplicada na pele; os polimodais, por
estimulos mecéanicos, quimicos ou térmicos de alta intensidade; e os silentes, por estimulos
viscerais (KANDEL et al., 2003).
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As fibras aferentes nociceptivas conduzem estimulos principalmente para o corno
dorsal da medula espinhal, na ldmina | e Il, através das fibras Ad e¢ C; as informagdes
nociceptivas sao, entdo, transmitidas da medula espinhal ao talamo pelos tratos
espinotalamicos, espinorreticular, espinomesoencefalico, cervicotalamico e espino-
hipotaldamico; os nucleos talamicos, por sua vez, transmitem estas informacdes aferentes ao
cortex cerebral, que contribui para o processamento da dor e 0S neurotransmissores
excitatorios da via somatossensorial da dor, sdo 0 aminoacido glutamato e os neuropeptidios.
O aminoécido glutamato, promove potencial sinaptico rapido, e 0s neuropeptidios (em
especial a substancia P), proporcionam o potencial excitatorio lento. Ambos atuam
coordenadamente, de modo que o0s neuropeptidios parecem aumentar e prolongar as a¢6es do
glutamato (KANDEL et al., 2003).

A transmissdo da dor aguda envolve uma interacdo complexa de estruturas centrais e
periféricas desde a pele, visceras ou outros tecidos até o cortex cerebral. Varios estimulos
nocivos ativam as terminagcdes nervosas livres e periféricas de fibras aferentes sensoriais
delgadas do tipo C e Ad (JULIUS; BASBAUMN, 2001). Estas fibras sdo formadas por
neurdnios cujos corpos celulares encontram-se nos ganglios da raiz dorsal, desencadeando o
reflexo de retirada coordenado pela medula espinhal, no intuito de retirada do membro que
recebeu o estimulo (WATKINS; MAIER, 2002). As redes neurais periféricas e centrais que
medeiam a nocicep¢do possuem extensa plasticidade nas patologias. A plasticidade induzida
por doenca pode ocorrer em nivel estrutural e funcional e se manifesta como mudancas em
moléculas individuais, sinapses ou funcéao celular (KUNER, 2010).

O mecanismo de indugdo da dor crénica ainda ndo estd totalmente esclarecido
(HARRISON, 2013) e os processos inflamatérios que sensibilizam o0s nociceptores ainda
estdo sendo elucidados. As células imunoldgicas interferem na liberacdo de mediadores
inflamatorios de tal forma que podem ser tanto pronociceptivas, como as citocinas TNF-a, IL-
18, IL-6, IL-17 (MESSLINGER; HANDWERKER, 2015), e a bradicinina, histamina,
serotonina, adenosina trifosfato (ATP), neurofinas, PG, substancia P, dentre outros
(GROSSER et al., 2016); como antinociceptivas (opidides enddgenos), promovendo uma
sensibilidade equilibrada do nociceptor do tecido inflamado (MESSLINGER,;
HANDWERKER, 2015). Os modelos experimentais em animais e os estudos clinicos tém
sido utilizados para entendimento da complexa neurobiologia da dor (CARLINO et al., 2014).

Em situagfes patoldgicas, a ativacdo dos nociceptores podem proporcionar estados
anormais de dor: a alodinia e a hiperalgesia. Na alodinia, a dor é promovida somente por

estimulos considerados inocuos; ja na hiperalgesia, ha uma resposta excessiva a estimulos
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nocivos (KANDEL et al, 2003) ou ndo nocivos (KUNER, 2010). O termo hipernocicepgéo
refere-se a sensibilizagdo dos nociceptores, isto é, a diminui¢do do seu limiar de ativagdo, e
tem sido empregado para designar alodinia ou hiperalgesia em animais de experimentacédo
(CUNHA et al., 2004). A disestesia, por sua vez, embora ndo seja exatamente uma dor, trata-
se de uma sensacdo desagradavel causada por estimulos comuns, ou, ainda, sem qualquer
estimulo (WOOLF; MANNION, 1999). Estes sintomas ocorrem por haver um limiar reduzido
para a dor em situacdes anormais, podendo ser classificados em hiperalgesia primaria, na area
do tecido lesionado, ou secundaria, nos tecidos proximos a area de lesdo (BEAR et al., 2002).
A hiperalgesia primaria € mediada pela sensibilizacdo dos nociceptores aferentes primarios,
promovendo 0 aumento das respostas aos estimulos; a hiperalgesia secundaria provavelmente
ocorre devido a sensibilizacdo do sistema nervoso central (CAMPBELL; MEYER, 2006).

Na lesdo tecidual, o estado anormal de dor é promovido pela liberacdo de
bradicinina, PG e da substancia P, que modulam a excitabilidade dos nociceptores, tornado-0s
muito sensiveis aos estimulos mecanicos e térmicos. A bradicinina pode despolarizar os
nociceptores e deixar sensiveis 0s canais idnicos ativados pela temperatura; as PG aumentam
muito a sensibilidade dos nociceptores a outros estimulos; e a substancia P causa

vasodilatacdo e liberacdo de histamina pelos mastocitos (BEAR et al., 2002).

2.2 Artrite

2.2.1 Fisiologia articular sinovial

As articulages sinoviais localizam-se nas extremidades dos 0ssos, caracterizadas por
possuir cavidade articular, cartilagem, ligamentos e capsula fibrosa, ligamentos e
musculos/tenddes periarticulares. Também possui membrana sinovial, com funcédo de limitar
0 espaco articular e produzir liquido sinovial responsavel pela lubrificacdo e pela nutricdo da
cartilagem articular. Estas membranas sinoviais podem ter de uma a quatro camadas de
sinovidcitos: tipo A (macrofagos fagocitarios); tipo B (semelhantes a fibroblastos capazes de
sintetizar acido hialurénico e proteinas) (KUMAR et al., 2016). O liquido sinovial é derivado
do plasma, acrescido de mucopolissacarideos e de células da membrana sinovial, com aspecto
claro ou amarelado, densidade relativa de 1,010, pH entre 7,4 e 7,8 e viscosidade relativa
média de 230 N.s/m? (GOLDING, 2001) (Tabela 3):
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Tabela 3: Composi¢do do liquido sinovial

Composicéo

Contagem celular 10-200 por mm®

Polimorfos Média de 6 por mm?
Mononucleares Média de 70 por mm?®

Células sinoviais Média de 5 por mm®

Proteina total 10a20gporl

Albumina Menos de 1,0 g por 100 ml
Globulina Menos de 0,5 por 100 ml

Ureia Ligeiramente menor do que no soro
Acido urico Ligeiramente menor do que no soro
Glicose Média de 3 mm 01 por 1

Fonte: Adaptado de Golding, 2001, p.7.

A cartilagem hialina é composta de 70% de &gua e 8% proteoglicanos (resisténcia a
compressdo e redugdo do atrito), 10% colageno tipo Il (resisténcia ao estresse de tensdo e
compressdo), e condrécitos (realizam a sintese de matriz e secretam enzimas catabolicas). O
desequilibrio do catabolismo enzimatico e a liberacdo de citocinas (IL-1 e TNF) produzidas
por condrdcitos, sinoviocitos, fibroblastos e células inflamatérias podem desencadear um
processo degenerativo (KUMAR et al., 2016). A articulagdo sinovial tem caracteristicas que a
torna suscetivel ao desenvolvimento de alteracGes decorrentes da AR: a vasculatura mais
permeavel facilita a entrada de proteinas e de ceélulas; o revestimento sinovial contém
sinoviocitos semelhantes a macrofagos e fibroblastos, e ndo tem juncGes coesas e nem
membrana basal organizada, portanto ndo possui muita eficiéncia como barreira
(FIRESTEIN; MCINNES, 2017).

2.2.2 Inflamagéo e dor na artrite reumatoide

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca reumatica e inflamatéria crénica, com
etiologia ainda nao plenamente elucidada, mas possivel de caracterizar como imunopatolégica
sistémica que acomete principalmente as articulacfes com sinovite inflamatoria proliferativa.
Assim como nas outras doencas autoimunes, a patogenia da AR ocorre pela predisposicéo
genética e exposicdo aos fatores ambientais (KUMAR et al., 2016). Assim, a alteragdo do
tecido estromal, ddo a doenca a sua caracteristica hereditaria, de tal forma que, antes mesmo
de aparecer os sintomas da AR, autoanticorpos ja podem ser detectados circulantes
(KAMINSKY et al., 2009; FIRESTEIN; MCINNES, 2017), além disto, modificacGes
epigenéticas do Acido Desoxirribonicleico (DNA) gendmico interferem na regulacio da
expressdo génica da doenga (Al et al., 2016).

O antigeno leucocitario humano (HLA) é considerado o fator genético predominante
no desenvolvimento da AR, e a presenca dos alelos HLA-DRBL1 etitopo de susceptibilidade
(SE) e dos anticorpos antipeptidios citrulinados ciclicos (anti-CCP) € considerada fator de
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risco para AR (WEYAND et al., 1992; USNAYO et al., 2011). A modificacdo da proteina
através da citrulinacdo é frequente na inflamacdo ou no estresse; na AR ocorre a geragdo de
anticorpos contra esses epitopos e a de probabilidade de AR em individuos com alelos HLA-
DR4 de classe Il do locus de histocompatibilidade principal (MHC) é de aproximadamente
5:1. (FIRESTEIN; MCINNES, 2017). O SE aumenta a gravidade da doenga, como
manifestacBes extra-articulares e progressdao de erosGes. Estas alteracBes imunoldgicas
associadas aos fatores genéticos e as alteracdes fenotipicas como o tabagismo (KALLBERG
et al., 2010), as infec¢bes periodontais (Porphyromonas gingivalis) (WEGNER et al., 2010) e
a alteracdo da microbiota gastrointestinal (Prevotella copri no colon) (SCHER et al., 2013;
ZHANG, X. et al., 2015), estresse e deficiéncia de vitamina D podem aumentar as citocinas e
quimiocinas inflamatdrias e alterar o metabolismo fazendo com que a doenca passe de uma
fase pré-clinica para clinica cronica. Neste estdgio, a doenca passa a promover sua
autoprogressao, agravando o quadro com a liberacdo de células mesenquimais, leucdcitos,
osteoclastos/condrocitos, citocinas / quimiocinas, autoanticorpos, complexos imunitérios e
mediadores moleculares (FIRESTEIN; MCINNES, 2017).

A microcirculacdo na artrite encontra-se desregulada e o aumento do metabolismo
das células imunes e inflamatorias e a baixa nutri¢do e oxigenagdo da sindvia, proporciona um
ambiente de hipdxia com disfuncdo mitocondrial e consequente dano oxidativo, exacerbando
a inflamacgdo. As células sinoviais alteram o seu metabolismo e iniciam a proliferacdo que,
associada a neovascularizacdo e ao extravasamento de leucdcitos, modificam a estrutura
sinovial transformando-se em um tecido invasivo denominado “pannus”, que por sua vez,
causa estresse oxidativo, alteracdo do metabolismo energético celular e hipdxia (MCGARRY
et al., 2018). Estas lesdes articulares, possiveis de observar em exames de imagem, raramente
sdo visiveis nos estagios iniciais da doenca, mas progridem ao longo do tempo (ALETAHA et
al., 2010).

Portanto, a artrite € uma doenca cronica e progressiva, de natureza autoimune,
caracterizada por apresentar neovascularizacdo com extravasamento de leucdcitos,
proliferacdo sinovial e degradacdo da cartilagem e tecido Osseo articular e consequente
incapacidade funcional e deformidades (MCGARRY et al, 2018). Os linfécitos T CD4+
auxiliares (Th) reagem a algum agente capaz de desenvolver um processo artritico e inicia
uma resposta autoimune, produzindo citocinas capazes de estimular outras células
inflamatorias que passam a produzir IFN-y, IL-17, TNF, IL-1 e é possivel identificar a
proteina ligante do recetor ativador do fator nuclear kappa f (RANKL) no sitio da AR; destes,
0 TNF tem sido fortemente relacionado a patogenia da AR (KUMAR et al., 2016). A
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presenca de autoanticorpos, como o fator reumatoide (FR) e anticorpo anticitrulinado (ACPA)
pode preceder a manifestacdo clinica da AR por muitos anos; contudo, esta autoimunidade e a
inflamacédo sistémica e poliarticular podem impulsionar a progressao destrutiva da doenca
(ALETAHA et al., 2010). Em individuos com um perfil genético e epigenético, os eventos
estocasticos podem sofrer modificacdo das proteinas e, a formacdo de anticorpos que
reconhecem peptideos alterados. O local de estresse ou os oOrgdos linfoides sdo os
responsaveis pela producdo de anticorpos. Entretanto, € necessario, para 0 desenvolvimento
da doenca, que ocorra um segundo processo que permita localizar o tecido alvo da doenca
como as vias vasculares, neuroreguladoras, microtraumas (FIRESTEIN; MCINNES, 2017)
ou, ainda, infeccOes articulares com o virus Epstein-Barr, por exemplo. A ligacdo antigeno-
anticorpo fixa o complemento, libera fragmentos quimiotaticos e iniciam a cascata que ativa e
recruta outras células imunoldgicas e a ativacdo do estroma (TAN; SMOLEN, 2016), com
uma consequente producdo de citocinas e quimiocinas capazes de gerar um ciclo de
autoperpetuacéo da inflamacéo e da doenca (FIRESTEIN; MCINNES, 2017) (Figura 1).

Estresse ambiental Genética
Tabagismo .
Obesidade Alelos de risco

Deficiéncia de vit D Marcadores epigenéticos

Ativacao sistema imune
inato
Citocinas

Resposta adaptativa para 3 ARTRITE REUMATOIDE
alteracdo dos peptideos PRE-CLINICA

Complemento

Citocinas e quimiocinas EVIDENCIA CLINICA

Complemento — PRIMARIA

Alteracdes metabdlicas

Ativacdo de células
estromais

impressao epigenética

Ativacdo células ARTRITE REUMATOIDE
estromais CRONICA ESTABELECIDA

Autoimunidade

Ciclo de autoamplificacéo
Células mesenquimais
Leucdcitos
Osteoclastos/Condrécitos
Citocinas/Quimicinas
Complexo imunoldgico
Mediadores moleculares

Figura 1: Ciclo de autoperpetuagdo da inflamac&o e da Artrite Reumatdide (AR)
Fonte: Adaptado de Firestein; Mcinnes, 2017, p.24

As células mieldides (macréfagos) ativadas pela sinovite podem perpetuar a

patogénese da AR, uma vez que estes liberam IL-6 e TNF e, provavelmente, 0 GM-CSF. As
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vias imunoldgicas adaptativas sdo os autoanticorpos, interacbes de células T ativando
macrdfagos e ativacao de sinovidcitos semelhantes a fibroblastos (FLS), citocinas de células T
e B; a via imunoldgica inata ocorre pela ativacdo de macrofagos, ativacdo e netose de
neutrofilos, mastdcitos e degranulagdo e de celulas NK iLC; as vias estromais sdo pela
ativacdo de FLS, modulagdo epigenética, déficit reparativo e subconjuntos funcionais; as vias
sisttmicas sdo promovidas pelo distirbio metabolico, disfuncdo vascular, perda éssea
sistémica sobreposta, déficit conectivo, neuropéatico e disfuncdo autonémica (Figura 2)
(FIRESTEIN; MCINNES, 2017).

/ Imunidade adaptativa: Imunidade inata: \
ACPA Ativacgdo de macrdfagos - liberagdo de citocinas
Células T cognatas dirigindo macrofagos e ROI
ativacdo de FLS Ativacdo e Netose de neutrdfilos
Citocinas de célulasBe T Ativacao e degranulagdo de mastdcitos
Ativacdo de células iLC e NK

Sinovite crénica (faléncia
da resolucéo inflamatoria)

Via sistémica:
Via estromal: Disturbio metabélico
Ativagdo FLS - liberagdo de citocinas e MMP com Disfungao vascular
invasdo fenotipica perda dssea sistémica sobreposta — osteoporose
Modulagdo epigenética Déficit conectivo e neuropético
\ Défici reparativo Disfuncdo autonémica /

Figura 2: Fisiopatologia da sinovite/artrite
Fonte: Adaptado de Firestein; Mcinnes, 2017, p.27

A dor representa um sintoma fundamental em pacientes com AR, de causa
multifatorial e de alta prevaléncia nestes pacientes, geralmente é o primeiro sintoma que faz o
paciente buscar um diagndstico. A sinovite, a inflamacao sistémica e o dano articular podem
ser responsaveis pelo inicio e pela perpetuacdo da dor na AR; no entanto, a dor é comumente
relatada na auséncia de sinovite ou lesdo articular, o que pode estar relacionada a
hipersensibilidade dos neurdnios nociceptivos periféricos e hiperexcitabilidade de neur6nios
nociceptivos centrais. A dor de grande intensidade € identificada em pacientes com doenga
altamente ativa, e obtém melhora consideravel com a utilizacdo da terapia com
antirreumaticos modificadores da doenga (DMARD) sintéticos (csSDMARD) e biol6gicos
(bDMARD), por reduzir a sinovite (SCOTT et al, 2018).



34

Existem instrumentos especificos para avaliar a dor dos pacientes com artrite

reumatoide, dentre eles (BURCKHARDT; JONES, 2003):

a) Questionario de dor McGill (MPQ): afere diferentes experiéncias subjetivas da dor,
dirigido a populacéo adulta com doencas crénicas que promovem dor (MELZACK, 1975);

b) Escala de dor de artrite reumatide (RAPS): mede as descri¢bes, intensidade e
interferéncia da dor e aspectos fisioldgicos, afetivos, sensorial-discriminativo e cognitivo,
para adultos com artrite reumatdide (ANDERSON, 2001)

c) Formato resumido do questionario McGill (SF-MPQ): mede as diferentes experiéncias
subjetiva da dor, sensoriais e afetivas (MELZACK, 1987);

d) Escala descritiva verbal (VDS): mede a intensidade da dor quantitativamente e
qualitativamente (descritor verbal: sem dor, dor leve, dor moderada, dor intensa , dor muito
grave, dor mais intensa imaginavel) (KEEFE, 1948);

e) Escala analdgica visual (VAS): mede a intensidade da dor em uma linha vertical ou
horizontal, de 10 centimetros de comprimento, com descritores verbais de “sem dor” e
“dor tdo ruim quanto poderia ser” (KEEFE, 1948);

f) Inventario de dor multidimensional West Haven-Yale (WHYMPI): descreve a dor e como
isso afeta o individuo, mede a gravidade e a interferéncia da dor, as respostas individuais a
dor e o impacto nas atividades diarias (KERNS et al., 1985).

2.2.3 Quadro clinico e diagnostico da artrite reumatoéide

O inicio dos sintomas clinicos da AR, como o mal-estar, a fadiga e a mialgia /
artralgia generalizada, presentes em cerca de 50% dos pacientes, estdo relacionados a IL-1 e
ao TNF. Posteriormente, a AR geralmente se manifesta como uma atrite simétrica das
pequenas articulacbes das extremidades dos membros inferiores e superiores, com edema,
aumento de temperatura, rigidez ap6s imobilizacdo prolongada, hiperplasia e espessamento
sinovial com um denso infiltrado inflamatério, angiogénese, exudato fibrinopurulento,
atividade osteoclastica subjacente, com evolucdo para a formagdo do pannus (edema sinovial,
células inflamatdrias, fibroblastos e tecido de granulacdo) capaz de promover erosdo da
cartilagem, que pode evoluir para a anquilose articular (KUMAR et al., 2016). A AR tem
natureza progressiva e, se ndo tratada adequadamente, tende a desenvolver muitas
complicacdes e deformidades provenientes da lassiddo ou ruptura dos tenddes e/ou das
erosOes articulares. A AR pode levar a deformidades tardias como: desvio ulnar dos dedos,
hiperextensdo das articulagdes interfalangianas proximais e flex&o das interfalangianas distais

ou flex&o das interfalangianas proximais e hiperextensao das interfalangianas distais, aumento
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didmetro do punho e das articulagbes metacarpofalangicas e com atrofia inter6ssea dorsal,
joelhos, tornozelos e hélux valgo, hiperextensdo das articulagbes metatarsofalangianas e
extensdo das interfalangianas distais, exposicdo da cabeca dos metatarsianos e pés planos
(VENABLES; MAINI, 2012).

A inflamag&o tendinea, ligamentar e muscular periarticular podem contribuir com o
desenvolvimento das deformidades como o desvio radial do punho, desvio ulnar dos dedos, e
deformidade em boutonniére (flexdo/hiperextensdo dos dedos), derrame articular, osteopenia
e perda da cartilagem (KUMAR et al., 2016). Na coluna vertebral, pode haver subluxacéo
atlantoaxial com dor irradiada na regido occipital, reducdo da lordose cervical e reducdo da
amplitude de movimento passivo e/ou compressao medular (SCHUR; CURRIER, 2012); no
entanto, a regido lombossacra e dos quadris geralmente ndo sdo acometidas (KUMAR et al.,
2016).

Um estudo de prevaléncia com 1716 pessoas na India, tracou o perfil de pacientes
com AR com idade média de 48,1 (DP + 12,71), com uma relacdo de cinco vezes mais
mulheres do que de homens, duracdo de 48 meses (0,5 - 484), manifestacGes extra-articulares
13%, nos primeiros dois anos da doenca e com aumento progressivo, esta prevaléncia foi
menor em pacientes com baixa atividade da doenca e maior em pacientes com a presenga de
deformidades (CHANDRASHEKAR et al., 2017). Estas manifestacbes agravam o quadro
clinico que pode manifestar-se com néddulos reumatoides subcutdneos na face ulnar do
antebraco, occipital, lumbossacra ou cotovelo, e também nos érgdos como pulmdo, coracéo,
baco ou outras visceras (KUMAR et al., 2016), além de vasculite, episclerite e escleromalécia
perfurante (SCHUR et al., 2012). Desta forma, a AR pode comprometer gravemente a
capacidade funcional e aumentar a taxa de mortalidade dos pacientes.

A fadiga também € outro sintoma comum nos pacientes com AR, principalmente nas
mulheres, e podem estar relacionados as caracteristicas fisiopatologicas da doenca, tanto no
aspecto fisico, quanto no cognitivo, emocional e social, e pode relacionar-se com a dor, as
limitacGes fisicas e a depressdo (NIKOLAUS et al., 2013). Os niveis aumentados de citocinas
pro-inflamatorias (IL-1, IL-6 e TNF), a desregulacéo do eixo hipotalamo-hipofise-adrenal e os
fendmenos neuroldgicos envolvendo o nucleo central e o sistema nervoso autbnomo podem
estar envolvidos com esta fadiga e interagir com a dor e a depressio (LOUATI,
BERENBAUM, 2015).

Os critérios internacionais estabelecidos pela associagdo americana de reumatismo de
1987 (American Rheumatism Association - ACR) para a classificagdo da AR e o diagnostico

incluem: rigidez matinal com duracdo de pelo menos 1 hora; edema de tecidos moles (artrite)



36

de trés ou mais articulagOes; artrite das articulagdes interfalangeanas proximais,
metacarpofalangeanas ou do punho; artrite simétrica; nddulos reumatdides; presenca de FR;
erosdes radiograficas e/ou osteopenia periarticular nas articulagdes da méo e /ou punho. As
quatro primeiras devem estar presentes por pelo menos seis semanas (ARNETT et al., 1988).
No entanto, o diagndstico precoce para os pacientes com artrite inflamatéria persistente que
pode evoluir para AR é muito importante por requerer terapia apropriada, uma vez que 0
tratamento precoce oferece um melhor prognostico para os desfechos clinicos e reduz o risco
de dano e incapacidade funcional articular (ALETAHA et al., 2010).

Os novos critérios Critérios de classificacdo do American College of Rheumatology
(ACR)/ European League Against Reumatism (EULAR) 2010 para AR, sdo atualmente
recomendados e demonstraram ser sensiveis para detectar a doenca nas fases iniciais, sem
deixar de detectar a AR em fase avancada (NEOGI et al., 2010; BRITSSEMMER et al., 2011;
RADNER et al., 2014;), contribuindo com o diagndstico precoce e a tomada de medidas
terapéuticas eficazes na supressao da doenca e prevencdo de deformidades. No entanto, 0s
critérios de 2010 néo identificam alguns pacientes que seriam classificados pelos critérios de
1987, como € o caso dos pacientes com artrite simétrica em poucas articulacbes e
soronegativa.

Os critérios ACR/EULAR de 2010 exigem que haja mais de 10 articulacbes
acometidas, e que pelo menos uma destas articulagbes seja pequena para diagnosticar AR em
pacientes soronegativos; no entanto, pacientes soronegativos com AR, podem atender 0s
critérios de ACR de 1987, mas ndo aos critéerios ACR/EULAR de 2010, por ter menor ou
igual a 10 articulages comprometidas (JUNG et al., 2011). Estes critérios podem ser
aplicados a qualquer paciente que tenha evidéncias clinicas de sinovite clinica ativa, com
edema em pelo menos uma articulacdo, sem diagnostico de outra doenca. Devem ser contadas
todas as articulacbes acometidas, exceto a interfalangeana distal, a primeira
metatarsofalangeana e a carpometacarpeana, pois estas s&0 mais comumente acometidas pela
osteoartrite (Tabela 4). Os diagndsticos diferenciais incluem: lUpus eritematoso sistémico
(LES), psoriase, artrite e gota, dentre outros (ALETAHA et al., 2010).
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Tabela 4: Critérios internacionais Colégio Americano de Reumatologia de 2010 (ACR) e Liga Europeia Contra o
Reumatismo (EULAR) para artrite reumatoide. Qual é o perfil do paciente que deve ser avaliado?

1) paciente com pelo menos 1 articulacdo com sinovite clinica definida (edema)

2) paciente com sinovite sem diagnostico de outra doenga

Critérios de classificacdo para AR (algoritmo baseado em escore: adicionar pontuacdo das categorias A - D; uma
pontuacdo de 6/10 é necessaria para a classificacdo de um paciente como tendo artrite reumatoide definida)

Critérios Score

A- Envolvimento articular

1 grande articulacdo 0

2 a 10 grandes articulacdes 1

1 a 3 pequena articulages (com ou sem envolvimento de grandes articulacfes) 2

4 a 10 pequena articulages (com ou sem envolvimento de grandes articulagdes) 3

Mais do que 10 articula¢Bes (pelo menos uma pequena articulagio) 5
B - Sorologia (pelo menos 1 resultado do teste)

Fator reumatdide negativo e anticorpo anti-citrulinico negativo 0

Fator reumatoide baixo-positivo ou anticorpo anti-citrulinico baixo-positivo 2

Fator reumat6ide alto-positivo ou anticorpo anti-citrulinico alto-positivo 3
C - Reagentes da fase aguda (pelo menos 1 resultado do teste)

Proteina C-reativa (PCR) normal e taxa de sedimentacdo eritrocitaria (VHS) normal 0

Proteina C-reativa (PCR) anormal e taxa de sedimentacdo eritrocitaria (VHS) anormal 1
D — Duracéo dos sintomas

Menos que 6 semanas 0

Igual ou maior que 6 semanas 1

Fonte: Adaptado de Aletaha et al., 2010, p.15.
Aplicacdo dos critérios de classificacdo ACR/ EULAR 2010 fornece uma pontuacao

de 0 a 10, sendo que seis pontos pode ser indicativo da presenca de AR. Para uma
classificacdo segura, deve ser considerada a duracdo dos sintomas, a avaliacdo clinica e pelo
menos uma sorologia de FR ou ACPA e uma analise de reagentes de fase aguda: taxa de
sedimentacdo eritrocitaria (VHS) ou PCR; entretanto, alguns pacientes podem ser
classificados como portadores de AR independentemente de sua resposta soroldgica ou de
analises de reagentes da fase aguda (ALETAHA et al., 2010).

O Protocolo clinico e as diretrizes terapéuticas da AR da Portaria conjunta n.15, de
11 de dezembro de 2017 adota as recomendacBes do Consenso da Sociedade Brasileira de
Reumatologia para diagndstico e avaliacdo precoce da AR 2011: o diagndstico da AR deve
considerar os aspectos clinicos e 0s exames complementares; atencdo ao diagnostico
diferencial; considerar que o FR tem sensibilidade e especificidade limitadas na AR inicial; o
anti-CCP tem sensibilidade semelhante a do FR, mas especificidade superior, principalmente
no inicio da doenga; provas de atividade inflamatoria devem ser solicitadas quando houver
suspeita clinica de AR; a radiografia e, se necessario, a ultrassonografia e a ressonancia
magnética, devem ser adotadas para o diagndstico e o prognostico da doenca; podem-se
utilizar critérios de classificacdo de AR ACR/EULAR 2010 como auxiliar do diagnéstico em
pacientes com AR em fase inicial, embora ainda ndo validados; utilizar um dos indices

compostos para avaliacdo da atividade da AR, assim como pelo menos um instrumento de
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avaliacdo da capacidade funcional; verificar a presenca ou ndo de fatores que podem oferecer
um mal prognéstico (DA MOTA et al., 2011).

O diagnostico de AR utiliza como referéncia os sinais e sintomas clinicos e 0s
exames complementares. Na avaliacdo complementar dos pacientes com AR, recomenda-se
para o diagndstico e progndstico a titulacdo de autoanticorpos, tais como FR e quando este for
negativo ou haja ddvida diagnodstica, deve ser solicitado o teste para anti-CCP. Alguns
aspectos clinicos e laboratoriais estéo relacionados a um mal prognostico e a rapida destruicédo
articular: sexo feminino, baixo nivel socioecondmico, tabagismo, aparecimento dos sintomas
em jovem, FR ou anti-CCP elevados, velocidade de hemossedimentacdo ou proteina C reativa
elevada por longo periodo, sintoma em muitas articulages, manifestacdes extra-articulares,
alta atividade inflamatoria, erosdes nas fases iniciais da doenca, presenca de SE (BRASIL,
2017).

2.3 Tratamento farmacoldgico da inflamacéo e da dor

Apds uma lesdo tecidual, ocorre um aumento dos mediadores pro-inflamatorios que
desencadeiam o processo inflamatoério. Estes mediadores ativam os leucaocitos, sensibilizam
nociceptores ocasionando a dor, e promovem a liberagdo de citocinas que podem perpetuar o
processo inflamatorio (KASSUYA, 2013). Este processo inflamatdrio possui mecanismos de
defesa e de reparo tecidual; contudo, a inflamagéo e a dor persistente podem perpetuar ou
agravar a doenca de base (LAVETI et al., 2013). Desta forma, existem medicamentos
classicos e grande interesse no desenvolvimento de novos medicamentos que contenha a
inflamacdo e reduza o processo algico. Séo os anti-inflamatoérios ndo esteroidais (AINES) e
esteroidais (AIES), inibidores da lipoxigensase e farmacos antirreuméaticos modificadores da
doenca (KASSUYA, 2013).

2.3.1 Anti-inflamatorios e analgésicos néo esteroidais (AINES)

Os fitoterapicos sdo o0s precursores na evolucdo do desenvolvimento dos
medicamentos atualmente utilizado. Segundo Reverendo Edmundo Stone, em 1763,
Hipdcrates recomenda o uso de casca e folhas do salgueiro e a rainha-dos-prados (Spirea
ulmaria) como antipirético; em 1829, Leroux cristalizou a salicina; em 1836, o acido
salicilico foi isolado por Pina; em 1859, o &cido salicilico foi sintetizado por Kolbe; por volta
de 1874, inciou-se a producdo industrial do acido salicilico; e em 1899, o teste com &cido
acetilsalicilico (AAS) foi realizado por Hoffmann / Bayer; em 1893, von Mering pop6s a

utilizacdo do paracetamol; em 1949, o paracetamol se tornou popular como o principal
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metabdlito ativo da acetanilida (1886 antifebrina — Cahn e Hepp — alta toxicidade) e a
fenacetina introduzida no mercado em 1887 e retirada em 1980 (GROSSER et al., 2016); em
1971, John R. Vane descreveu o mecanismo de acdo dos AINEs com a inibicao da sintese de
prostandides (VANE, 1971).

Os AINEs sdo muito utilizados no tratamento de doencas inflamatérias como a AR e
sdo popularmente conhecidos pela sua atividade anti-inflamatdria, antipirética e analgésica
por sua acdo inibindo a enzima ciclooxigenase (COX: COX-1 e COX-2), (GROSSER et al.,
2016). Estas enzimas COX-1 e COX-2 sdo capazes de catalisar a formacdo das PG, dos
tromboxanos (TX) e das levuloglandinas (FITZPATRICK, 2004). Desta forma, quando a
COX ¢ inibida, também se inibe a conversdao do acido araquiddnico em PG, prostaciclinas
(PGIl,) e TX, tornando-a um importante alvo farmacoldgico (MARNETT et al., 1999;
LUCAS et al., 2019); no entanto, seu uso prolongado no tratamento de doencas crénicas pode
resultar em les&o renal aguda por vasoconstri¢do e isquemia medular (LUCAS et al., 2019).

Os farmacos AINEs: aspirina, iboprufeno, diclofenaco, nimesulida, indometacina,
naproxeno, inibem a COX-1 e COX-2, portanto ndo sdo seletivos para COX, e,
consequentemente, inibem a sintese de PG (eficaz no tratamento da dor e da febre)
(KASSUYA, 2013). A seletividade ou néo seletividade para COX ndo é a mesma para todos
os farmacos (Tabela 5).

Tabela 5: Seletividade isoforma da ciclo-oxigenase (COX) (escala log):

Mais seletivo para COX1  N&o seletivo Mais seletivo para COX2

Cetorolaco
Flurbiprofeno
Cetoprofeno
Indometacina
Tolmetina
Acido acetilsalicilico
Nabumetona
Fenoprofeno
Meclofenamato
Sulindaco
Naproxeno
Piroxan

Ibuprofeno
Paracetamol
Salicilato de sodio
Diflunisal

Meloxican
Diclofenaco
Celecoxibe*
Valdecoxibe*
Etodolaco
Rofecoxibe*

Etoricoxibe*
Lumiracoxibe*

*inibidores da COX2
Fonte: Adaptado de Grosser et al., 2016, p.962
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Muitos farmacos blogueadores ndo seletivos para COX sdo utilizados no tratamento
das doencas inflamatorias, dentre eles: diflunisal (derivado de acido salicilico); o etodolaco
(derivado do acido aceético); o flurbiprofeno (derivado de acido propidnico); o ibuprofeno
(derivado do acido fenilpropiénico); o indometacina (derivado indolico); o cetoprofeno
(derivado do acido propiénico); nabumetona (pro-farmaco cetona); o naproxeno (derivado de
acido naftilpropi6nico); a oxaprozina (derivada do acido propibnico); o piroxicam (oxican); o
sulindaco (profarmaco sulfoxido); tolmetina; outros (azapropazona, carprofeno,
meclofenamato e tenoxican) (Tabela 6) (BORAZAN; FURST, 2017).

Tabela 6: Blogueadores nao seletivos para ciclo-oxigenase (COX):

Compostos Grupo Farmacos derivados

ACIDO CARBOXILICO Acidos salicilicos Acetil salicilato de lisina

Acido acetil salicilico
Diflunisal

Acidos acéticos Cetorolaco
Tolmetina
Nabumetona
Etodolaco
Indometacina
Sulindaco

Acidos fenilacéticos Diclofenaco

Acidos propionicos Cetoprofeno
Fenoprofeno
Flurbiprofeno
Ibuprofeno
Naproxeno

Acidos fenamicos Meclofenamato

Acidos antranilicos Acido mefenamico
Acido niflimico

ACIDOS ENOLICOS Pirazoldnicos Fenilbutazona
Sulfimpirazona

Oxicanos Piroxicam
Tenoxicam

PARA-AMINOFENOL Paracetamol / Acetaminofeno

Fonte: Adaptado de Grosser et al., 2016, p. 962.
Estudos recentes apontam que a COX-1 é responsavel pela producdo de PG que esta

relacionada a inflamacdo e ao equilibrio homeostatico (equilibrio de fluidos, eletrdlitos renais,
protecdo gastrointestinais); j& a COX-2 pode gerar PG envolvidas apenas nas reagdes
inflamatdrias. Desta forma, a busca por novas drogas inibidoras seletivas de COX-2
(COXIBEs), que podem bloquear mais a COX-2 que a COX-1, denominados inibidores
especificos de COX-2: celecoxib (Celebrex®), rofecoxib (Vioxx®), valdecoxib®,
etoricoxib® e lumiracoxib® podem ser anti-inflamatérios com menor propensao ao
desenvolvimento de Ulcera gastrica; entretanto, podem aumentar o risco de eventos cérebro e
cardiovasculares por desenvolvimento de trombose vascular (por inibir a produgéo de PGl,,
importante anti-agregador plaquetario; e por ndo inibir a COX-1, mediador da producdo de
tromboxano A, (TxA.), importante mediador da vasoconstricgdo e de agregacdo plaquetaria;

assim, o AINEs e o AINEs seletivos para COX-2 possuem propriedades anti-inflamatorias,
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antipiréticas e analgésicas por inibicdo da sintese de PG; embora os seletivos para COX-2
tenham sido desenvolvidos para minimizar os efeitos adversos gastrointestinais, apresentaram
toxicidade cardiovascular e hepatica (KASSUYA, 2013; KUMAR et al., 2016; GROSSER et
al., 2016).

Posteriormente houve indicios de que o Rofecoxibe (Vioxx®) utilizado no
tratamento da artrite poderia causar graves eventos cardiovasculares (BOMBARDIER et al.,
2002) e foi retirado do mercado pela prépria fabricante (KASSUYA, 2013). O Rofecoxib
(Vioxx®) e celecoxib (Celebrex®) reduzem a sintese de PGIl,, um importante antiagregante
plaquetério e vasodilatador; mas ndo inibe a sintese de TXA,, que possui a¢do agregante
plaquetdrio e vasoconstritora, potencializando o risco de complica¢fes cardiovasculares
(FITZGERALD, 2003; LERIAS, 2004). O meloxicam, caracterizado como bloqueador
seletivo e especifico da COX-2, em doses terapéuticas baixa inibe preferencialmente a COX-2
e tem demonstrado trazer menos efeitos adversos gastrointestinais do que o piroxicam,
diclofenaco e naproxeno, e ndo interfere na funcdo plaquetaria, mesmo inibindo a sintese de
TxA; (Quadro 1) (BORAZAN; FURST, 2017).

Quadro 1: Bloqueadores seletivos e especificos da COX-2

Blogueadores seletivos e especificos da COX-2

Derivado sulfonanilida Nimesulida

Derivado oxicano Meloxicam
Blogueadores especificos da COX-2

Sulfonamidas Celecoxibe (Celebra®)

Valdecoxibe (Bextra®)

Sulfonas

Eterocoxibe (Arcoxia®)
Rofecoxibe (Vioxx®)*

Acidos Fenilacéticos

Lumiracoxibe (Prexige®)

Qutros

Paracoxibe (Dynastat®)

Fonte: Adaptado de Grosser et al., 2016, p. 962. *retirado do mercado

Os efeitos adversos dos AINEs sdo muito semelhantes (BORAZAN; FURST, 2017),

e esta classe de medicamentos sdo rotulados advertindo sobre os riscos cardiovasculares e 0s

seus efeitos adversos (Quadro 2) (GROSSER et al., 2016):

Quadro 2: Efeitos adversos dos AINEs:

Sistema acometido

Efeitos adversos

Sistema Nervoso Central (SNC)

Cefaleia

Zumbido

Vertigem

Confuséo

Tontura

Meningite asseptica*

Sistema Cardiovascular e sanguineo (Hematol6gico)

Retencdo hidrica

Hipertenséo

Edema

Inibicdo da ativacdo plaquetaria

Propenséo a equimoses

Maior risco de hemorragias ®

Menor eficacia dos medicamentos anti-hipertensivos
Fechamento do canal arterial
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Acidente vascular encefélico®
Trombose”

Infarto do miocardio*®
Insuficiéncia cardiaca congestiva*
Trombocitopenia*

Neutropenia*

Anemia aplastica*?

Sistema Digestorio (Gastrointestinal e Hepatico) Dor abdominal
Displasia
Nauseas
Diarréia
Anorexia
Perfuracdo/obstrugdo
Vomitos
Ulceras**
Sangramentos™*?
Alteracéo da fungdo hepética*
Insuficiéncia hepatica*

Sistema Respiratério (pulmonar) Asma

Sistema Tegumentar (cutaneo) Exantemas
Prurido

Sistema Urinario (Renal) Insuficiéncia renal

Faléncia renal
Hiperpotassemia

Proteindria

Menor eficacia dos diuréticos

Sistema reprodutor Prolongamento da gestacdo
Inibi¢do da parturi¢éo

Sistema imunolégico/hipersensibilidade Rinite vasomotora
Edema angioneurdtico
Asma
Urticéria
Rubor
Hipotenséo
Choque

*raramente

& _ efeitos reduzidos ao utilizar AINEs seletivos para COX-2

®_ com excegdo de baixa dose de 4cido acetilsalicilico

Fonte: Adaptado de Borazan; Furst, 2017, p. 620, 621 e Grosser et al., 2016, p.973.

Assim, a escolha do AINEs deve considerar a sua toxicidade e o custo-beneficio,
uma vez que sua eficacia € muito semelhante. Os inibidores ndo seletivos para COX menos
toxicos sdo o salsalato, o acido acetilsalicilico e o ibuprofeno; e os que demonstraram maior
toxicidade sdo a indometacina e a tolmetina. Além disto, os fatores pessoais como a
sensibilidade, doencas pré-existentes, associacdo de drogas e adesdo ao tratamento também
devem ser consideradas, principalmente por poder potencializar os efeitos adversos dos
medicamentos. Assim, a indicacdo do AINESs é muito particular e pessoal, ndo existindo uma

indicacdo geral para todos os pacientes (BORAZAN; FURST, 2017).

2.3.2 Anti-inflamatorios esteroidais (AIES)
Os anti-inflamatérios esteroidais (AIES) ou hormoniais conhecidos como
corticosterdides, sdo potentes anti-inflamatorios, imunomodulatorias e antineoplasicas

frequentemente prescritos nos tratamentos de doengas inflamatorias agudas ou cronicas,
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alérgicas e hematoldgicas (KASSUYA, 2013), como doencas autoimunes, reacdes alérgicas,
crises asmética, doenca pulmonar obstrutiva crénica e algumas neoplasias (RICE et al., 2017),
distarbios suprarrenais e renais, distarbios vasculares do colageno, patologias oculares,
gastrointestinais, neuroldgica, de pele, da tiredide, algumas infeccGes, inflamacdes articulares
e 0sseas, nauseas e vomitos, transplante, dentre outras (CHROUSOS et al., 2017). Os AIEs
sdo utilizados por 60 a 70% dos pacientes com AR, com eficicia na inflamagdo e
imunossupressdo, e com a capacidade de retardar o aparecimento das erosdes dsseas. A
prednisona de liberacdo tardia € um dos AIEs que tem sido recomendo para o tratamento da
rigidez matinal e dor por mimetizarem o ritmo circadiano (BORAZAN; FURST, 2017).

Os corticoterdides sintéticos sdo produzidos utilizando como matéria prima o &cido
colico de origem bovina ou de sapogeninas esterdides provenientes de plantas e
mineralocorticoides, com modificacbes que deram origem a uma grande variedade de
medicamentos que diferem entre si quanto a atividade anti-inflamatoria, topica e a retencéo de
sal, parametros estes que devem ser considerados na sua prescricdo (CHROUSOS et al.,
2017) (Quadro 3) :

Quadro 3: Relagdo de farmacos corticosterdides sintéticos e a poténcia / atividade relativa a hidrocortisona

Farmaco | Atividade Anti-inflamatéria
Hidrocortisona (cortisol) 1
Cortisona 0,8
Prednisona 4
Prednisolona S
Metilprednisolona 5
Meprednisona 5
Triancinolona 5
Parametasona 10
Fluprednisolona 15
Betametasona 25-40
Dexametasona 30
Fludrocortisona 10
Acetato de desoxicorticosterona 0

Fonte: Adaptado de Chrousos et al, 2017, p. 686
Os AIEs inibem a expressdo das substancias inflamatorias e nociceptivas, ativam a

transcricdo de substancias anti-inflamatorias ou promovem a reducdo da transcricdo génica
que sdo capazes de codificar COX-2, fosfolipase A2, citocinas pro-inflamatdrias, como por
exemplo: IL-1, TNF e iINOS (CHROUSOS et al., 2017).

Contudo, embora os AIEs tenham diversas vantagens, como 0 baixo custo e grande

efetividade, a sua utilizacdo prolongada esta associada aos efeitos adversos indesejaveis e a
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toxicidade. Uma das estratégias utilizadas com o propdésito de minimizar estes efeitos é a
reducéo da dose; no entanto, muitos efeitos adversos ainda tem sido relatados como: catarata,
nausea e vOmito, distlrbios gastrointestinais, fratura ou osteoporose, condicdo cardiaca,
diabetes tipo 2 e hiperglicemia, hipertensdo arterial (RICE et al., 2017), ganho de peso,
dificuldade em dormir, glaucoma, alteracbes de humor, disfuncdo tireoidiana, impoténcia,
reducdo da imunidade (MONEY, 2017), dislipidemia, sindrome metabdlica,
comprometimento do crescimento em criancas, miopatia proximal, hipogonadismo e
subfertilidade ou infertilidade, predisposicdo a infec¢cdes cutaneas e sistémicas, nefrolitiase,
atrofia cutanea, equimoses, estrias, hiperpigmentacédo, alopecia, hirsutismo, hipertricose, ma
cicatrizacdo, acne, sindromes neuropsiquiatricas, declinio cognitivo e na qualidade de vida,
trombose venosa profunda e embolia, insuficiéncia adrenal, dentre outras (UWAIFO; HURA,
2020).

A utilizagdo de AIEs por tempo prolongado no tratamento da artrite e / ou artrose €
comum; mas interfere na renovacdo 6ssea e nos niveis de célcio e pode promover necrose
avascular ossea, fratura (MONEY, 2017), osteopenia e osteoporose afetando principalmente
os quadris (UWAIFO; HURA, 2020).

Além disto, a utilizagdo sistémica por longo periodo de cortisol exdgeno por via oral
ou parenteral pode ser a causa da Sindrome de Cushing iatrogénica, que é o conjunto de sinais
e sintomas clinicos (UWAIFO; HURA, 2020), caracterizados por face de lua cheia,
redistribuicdo da gordura corporal e do crescimento de pélos, acne pontilhada, insénia e
aumento de apetite, hiperglicemia, diabetes, dificuldade de cicatrizacdo, alteracdo de peso e
gordura visceral, miopatias e perda muscular, adelgacamento da pele e estrias atrdficas e
equimoses, osteoporose e necrose asséptica do quadril (CHROUSOS et al., 2017). Contudo,
ja foi relatado os efeitos adversos sistémicos da utilizacdo topica de esteréides (ALKHUDER,;
MAWLAWI, 2019), e mais recentemente também por uso oftalmoldgico (USTYOL et al.,
2017; JINAGAL et al., 2019) e intranasal (DURSUN; KIRMIZIBEKMEZ, 2016),
principalmente em criangas.

Por outro lado, a reducdo répida da dose pode ocasionar o retorno da doenga,
anorexia, nauseas, vomitos, perda de peso, letargia, cefaleia, artralgia, mialgia e hipotensao
postural. Por conseguinte, cuidados especiais devem ser tomados ao usar os AIEs, pois €
necessaria precaucdo quanto ao desenvolvimento dos efeitos adversos ja relatados. Além
disto, exige-se cautela adicional e/ou contraindicacbes para pacientes com Ulcera péptica,
doenca cardiaca associada ou ndo a hipotensdo, algumas doencas como varicela, tuberculose,

diabetes, psicose, osteoporose ou glaucoma (CHROUSOS et al., 2017).
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2.3.3 Farmacos antirreumaticos modificadores da doen¢ca (DMARDS)

O tratamento farmacoldgico da AR, uma doenca autoimune, inclui o alivio dos
sintomas com a utilizacdo de AIEs por curto periodo ou de AINES; no entanto, embora esta
classe de medicamentos tenha importante efeito anti-inflamatorio, ndo impedem as
deformidades articulares (GROSSER et 2016).

modificadores da doenca (FARMDSs) também conhecidos como disease-modifying anti-

al., Os féarmacos antirreumaticos
rheumatic drugs (DMARDS) sdo agentes bioldgicos ((DMARDSs), ndo biol6gicos/sintéticos
(csDMARDs) ou com alvo sintético (tsSDMARD) capazes de deter ou retardar a progressao da
doenca promovendo modificagdes no seu curso. Os agentes bioldgicos sdo moléculas,
geralmente de proteinas, produzidos com a tecnologia do DNA recombinante, enquanto os
ndo bioldgicos sdo pequenas moléculas (Quadro 4) (GROSSER et al., 2016; BORAZAN;

FURST, 2017):

Quadro 4: Agentes modificadores da doenga (DMARDS)

Tipo de DMARDs

Nome comercial

Mecanismo de acdo

Agentes biologicos (1DDMARDS)

Abatacepte*
Rituximabe*
Tocilizumabe*

Modulador das células T

Citotdxico das células B

Antirreceptor de IL-6, ou seja, liga-se aos
receptores de IL-6 e inibe a sinalizacdo
mediada pela IL-6 por meio destes
receptores

Anacinza**
Rinolacepte
Canacinumabe

Inibidores da IL-1

Adalimumabe*

Blogueadores do TNF-a,

Certolizumabe* Podem ser utilizado concomitante ao

Etenercepte* Metotrexano

Golimumabe*

Infliximabe*

Belimurabe Tratamento de Lupus Eritematoso Sistémico
Agentes ndo bioldgicos/sintéticos Metotrexano™ Supressdo das fungbes de neutrdfilos,

(csDMARDs)

macrdfagos, células dendriticas e linfocitos

Azatioprina*

Suprime a fungdo de células T, B, e a
producdo de imunoglobulinas e secrecao de
IL-2

Cloroquina e
Hidroxicloroquina**

Supressdo da resposta dos linfdcitos T

Ciclofosfamida

Suprime as células T e células B

Ciclosporina*

Inibe a producéo de receptores de IL-1 e IL-
2, consequentemente inibe a interacdo entre
macrdfagos e células T e suas respostas

Leflunomida*

Inibe a proliferacdo das células T e reduz a
sintese de antoanticorpos pelas células B

Micofenolato de
mofetila**

Suprime a proliferagao de linfocitos T e B

Sulfassalazina*

In vitro: Supressdo da resposta da célula T a
concanavalina e inibicdo da proliferacdo das
células B; inibicdo da liberacdo de citocinas
inflamatérias (IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a)
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Tofacinibe* Influéncia na transcricdo de genes que
interferem na diferenciacdo, proliferacdo e
funcdo das células NK, linfécitos T e B.
Reduz PC-R
Para pacientes que ndo responderam ao
metotrexano

Sais de ouro N&o mais recomendado

*indicacdes para o tratamento de artrite reumatoide
**embora indicados ndo tém muita eficécia
Fonte: Adaptado de Borazan; Furst, 2017, p. 625.

Os agentes bloqueadores do TNF apresentam efeitos adversos importantes, dentre
eles o risco de infeccdo bacteriana de dependentes de macréfagos como a tuberculose,
fangicas, hepatite B viral e outras infecgdes oportunistas. Desta forma, a triagem para
tuberculose latente ou ativa e de hepatite B viral € necessaria antes de iniciar o tratamento
com esta classe de medicamentos. Além disto, aumenta o risco de cancer de pele, pode
exacerbar a insuficiéncia cardiaca, reacdes locais, alopecia, hipertricose, liquen plano erosivo,
aumento do risco de Ulceras gastrointestinais, perfuracdo do intestino grosso e diverticular e
do apéndice, e o organismo pode desenvolver anticorpos contra o farmaco, além de efeitos
menos comuns como pneumonia, psoriase, leucopenia, neutropenia, trombocitopenia,
pancitopenia, pseudolinfomas dentre outros. Ja os inibidores de IL-1 tém efeitos menos graves
como reacdes locais, infeccOes das vias aéreas superiores, cefaléia, dor abdominal, nduseas e
diarréia, artralgia e neutropenia transitoria (BORAZAN; FURST, 2017).

2.4 Tratamento de artrite

O tratamento de AR objetiva o controle da doenca, a regressdao das limitagdes
funcionais assim como a prevencdo de complicacdes e os danos estruturais, a melhora da
qualidade de vida e o aumento da sobrevida (BRASIL, 2017). As estratégias terapéuticas
atuais sdo mais eficazes e podem contribuir com a remissdo da doenca e prevenir as
deformidades. Medidas clinicas devem ser consideradas nas tomadas de decisdes, além da
escolha das drogas terapéuticas. As recomendacOes internacionais do tratamento de AR séo
constantemente atualizadas, e em 2014 foi proposta uma reformulacdo da recomendacao de
2010 (SMOLEN et al., 2015).

As recomendac0es atualizadas de 2014 para as medidas clinicas no tratamento da AR
tem como principal objetivo a remisséo clinica, ou seja, auséncia de sinais e sintomas da
doenca inflamatoria; no entanto, a baixa atividade da doenca é aceitavel para doenca cronica.
A atividade da doenca e a meta devem ser mensuradas considerando as comorbidades e os

fatores de risco relacionados aos medicamentos e registradas regularmente: mensal (para os
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pacientes com grau moderado/alto) e semestralmente para os pacientes com grau leve ou em
remissdo; da mesma forma, a terapia medicamentosa deve ser ajustada trimestralmente até
que os objetivos sejam atingidos. O paciente também deve ser incluido nas tomadas de
decisbes e orientacGes sobre o seu tratamento, e as decisdes clinicas, devem considerar as
alteracdes estruturais-funcionais e as comorbidades (SMOLEN et al., 2015).

Os medicamentos mais utilizados pelos pacientes com AR sdo: abatacepte,
adalimumabe e etanercepte e 0 uso concomitante de MTX foi associado a maior persisténcia.
Outros fatores que podem influenciar na adesdo e na persisténcia da assisténcia
médica/farmacoldgica, sdo o alto custo dos medicamentos e a sua eficacia (KHILFEH et al.,
2019) (Tabela 7).

Tabela 7: Principais alvos de farmacos utilizados no tratamento ou investigacdo da AR:

Alvo Droga Mecanismo de acdo
TNF Adalimumab Reduz ativacao endotelial de células estromais e condrécitos
Etanercept Reduz diferenciacdo/ativagdo de osteoclastos
Golimumab Modifica migracéo celular
Certolizumab Reduz expressdode citocinas e.x IL-6
Infliximab Reducdo do risco metab6lico/CVD
Biossimilares
IL-6 Tocilizumab Reduz ativacao endotelial de células estromais
Maltipla Ab no Reduz ativagdo de osteoclastos
desenvolvimento Reduz expressao de citocinas/quimiocinas
Altera metabolismo lipidico
Coestimulador Abatacept Reduz ativacdo de células T
(CD28 — CD80/86) Diminuigdo da ativacdo de células dendriticas, produgdo de

citocinas e apresentacdo de antigenos
Reduz ativacdo de osteoclastos

Célula B deplegdo Rituximab Deple¢do de linhagens celulares CD20 + B, poupando células
(anti-CD20) plasmaéticas.

Reduz producéo de citocinas

Reduz apresentagdo de antigenos

Inibidor JAK Tofacitinibe Inibicdo de receptores essenciais de citocinas com efeitos
Baricitinibe previsiveis a jusante.
Vérios compostos no JAKL, JAK2 e JAK3 até agora segmentados
desenvolvimento

IL-1 Anakinra Diminuicdo da ativacdo das células estromais das células
endoteliais
Diminui migrac&o celular
Altera diferenciagdo de células T
Ativacdo da imunidade inata

Outras  citocinas Mudiltiplo Multiplo
(GM-CSF, IL-17 e
outras

Fonte: Adaptado de Firestein; Mcinnes, 2017, p.28.
Em substituicdo aos inibidores da sintese de PG, medicacdo sintomatica para dor e

edema, e aos AIEs, tem sido recomendada a utilizacdo do MTX, antagonista do acido félico,
que € um dos DMARDs, csDMARDs ou bDMARDs, com baixas doses de AIEs, por
promover a diminuicdo da sinovite e da inflamacédo sistémica, incapacidade para o trabalho,
deformidades e progressdo do dano articular (VAN DER HEIDE et al., 1996; ; PINCUS et
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al., 2003; BIJLSMA et al., 2007; SMOLEN et al., 2013); contudo, o uso do MTX associado
ou ndo a outras drogas, pode aumentar o risco de infec¢Oes, o que limita o seu uso em alguns
casos.

Os anticorpos anti-TNF ou anti-IL-6 também tem sido uma opcao terapéutica para a
AR, embora nem todos o0s pacientes tenham resposta eficaz a essas terapias (SMOLEN et al.,
2018). O EULAR 2013 faz algumas recomendacdes dentre elas de que a deciséo sobre o
tratamento deve ser tomada entre o paciente e o reumatologista, profissional recomendado
para o tratamento da AR, considerando os altos custos pessoais, sociais e médicos (SMOLEN
et al, 2013).

Para a utilizacdo dos DMARDSs no tratamento da AR deve-se considerar: a utilizagéo
DMARD:s logo que a AR seja diagnosticada; o MTX é a droga de primeira escolha mas em
caso de contraindicacdo ou intolerancia, a sulfassalazina ou a leflunomida devem ser
consideradas; a monoterapia ou combinada de csDMARDs sdo as recomendadas para 0s
pacientes que ainda ndo fizeram uso de DMARD, e os glicocorticoides em baixas doses sao
uma opcao de associacdo aos DMARD no inicio, por até 6 meses, mas pelo menor tempo
possivel. Se esta estratégia ndo trouxer os resultados esperados, deve-se considerar um
bDMARD (inibidores do TNF, abatacept, tocilizumab e rituximab) com MTX; se mesmo
assim o resultado nao for satistaforio, substituir por outro bDMARD com outro mecanismo de
acdo; o tofacitinib é uma opg¢do quando ndo ha resposta ao tratamento biolédgico; o paciente
com remissdo sustentada a longo prazo, pode ter a sua dose reduzida; assim, a atividade,
progressdo das deformidades e alteracfes morfoldgicas, comorbidades e efeitos adversos e
contra-indicagcfes devem ser considerados (SMOLEN et al., 2013).

A PORTARIA CONJUNTA N° 15, DE 11 DE DEZEMBRO DE 2017 determina o
protocolo clinico e as diretrizes terapéuticas da AR (BRASIL, 2017) e o Consenso 2017 as
recomendacdes da Sociedade Brasileira de Reumatologia para o tratamento da AR (MOTA et
al., 2018). Os tratamentos dos pacientes com AR devem consistir de uma abordagem
multidisciplinar, composta por médico, fisioterapeuta, terapeuta ocupacional, psicélogo e
nutricionista, dentre outros; o paciente deve ser orientado quanto aos habitos de vida (evitar o
fumo, a ingestdo excessiva de dalcool, a obesidade e o sedentarismo), controle das
comorbidades (hipertensao arterial sistémica, diabetes mellitus, dislipidemias e osteoporose) e
atualizacbes vacinais, preferencialmente antes de iniciado o tratamento; as decisoes
terapéuticas devem ser compartilhadas entre o paciente e o médico; assim como os pacientes
devem ser informados sobre a natureza e o prognostico da doenca, sobre as terapéuticas

disponiveis, seus beneficios e efeitos adversos; o objetivo do tratamento é a remisséo clinica
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sustentada e/ou a baixa atividade da doenca e, a longo prazo, a evolugdo clinica, estrutural e
funcional; o monitoramento clinico, laboratorial e de imagem devem ser regulares (na fase
inicial, primeiros seis meses, ou com atividade inflamatdria significativa, 0 acompanhamento
deve ser mensal) (MOTA et al.,, 2018). Estas diretrizes sugerem que sejam adotados o0s
critérios de incluséo para o tratamento a ACR de 1987, por ser ainda o mais utilizado, e o
ACR de 2010, por ser mais sensivel aos casos iniciais; e 0s critérios de exclusdo para o uso de
medicamentos preconizados no protocolo os pacientes com contraindicacfes absolutas
(BRASIL, 2017).

Os quatro principios gerais da recomendacdo 2017 da Sociedade Brasileira de
Reumatologia sobre o tratamento farmacolégico da AR inclui: a abordagem multidisciplinar
coordenada por reumatologista; orientacbes sobre os habitos de vida, controle das
comorbidades e registro de vacinacao atualizado; as decisdes devem ser compartilhadas pelo
paciente e pelo médico apds esclarecimentos sobre a doenca e as opcdes terapéuticas
disponiveis; a remissdo clinica sustentada ou a baixa atividade da doenca sdo alvos da
terapéutica. A primeira linha de tratamento deve ser o csDMARD, assim que definido o
diagnostico MTX é o csDMARD de primeira escolha e a combinacdo de dois ou mais
csDMARDs, incluindo MTX, pode ser utilizada como primeira op¢do de medicamentos - se a
da terapia de primeira escolha ndo for eficiente, recomenda-se combinacdo de MTX com
outro csDMARD (leflunomida), com dois csDMARDs (hidroxicloroquina e sulfasalazina) ou
troca de MTX por outro csDMARD (leflunomida ou sulfassalazina) isolado); caso a terapia
com csDMARDs néo for eficaz, pode ser utilizado um bDMARD ou, alternado com um alvo
sintético tsDMARD, combinado, com um csDMARD; os bDMARDSs, em combinagdo com o
MTX tém resultados semelhantes, assim, a escolha terapéutica deve considerar a seguranca e
0 custo destes medicamentos; a associa¢do do bDMARD com o MTX é melhor do que o0 uso
isolado do bDMARD; caso ndo se obtenha sucesso no tratamento com um bDMARD, outro
bDMARD pode ser adotado; em casos de falha com um TNFi, um segundo bDMARD da
mesma classe ou com outro mecanismo de acdo pode ser eficaz; caso ndo se obtenha resultado
com 0 bDMARD, o tofacitinibe pode ser a préxima escolha; corticosteroides em baixas doses
e curto periodo podem ser opcdo nos periodos de atividade da doenga, mas a relacdo risco-
beneficio deve ser considerada; em pacientes em remissdo sustentada, pode-se reduzir ou
aumentar o intervalo entre as doses de bDMARD (MOTA et al., 2018) (Quadro 5) (Figura 3).

Quadro 5: Farmacos utilizados no tratamento da artrite reumatoide

Classe Farmaco

Anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINE) Ibuprofeno (comprimido ou solugdo oral)
Naproxeno (comprimido)
Glicocorticoides Medilprednisolona (acetato — intra-articular)
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Medilprednisolona (succitanato — intravenoso)
Predinisona (comprimido ou solucéo oral)

Medicamentos modificadores do curso da doenca -
sintéticos

Metotrexato (comprimidos ou frascos)
Sulfassalazina (comprimidos)
Leflunomida (comprimidos)
Hidroxicloroquina (comprimidos)
Cloroquina (comprimidos ou capsulas)
Tofacitinibe (comprimidos)

Medicamentos modificadores do curso da doenca —
biolégicos

Adalimumabe (seringas preenchidas)

Certolizumabe pegol (seringas preenchidas)
seringas

Etanercepte(frascos-ampola ou
Infliximabe (frascos-ampola)
Golimumabe (seringas preenchidas)

Abatacepte (frascos-ampola ou seringa preenchida)

Rituximabe (frascos-ampola)
Tocilizumabe (frascos-ampola)

preenchidas)

Imumossupressores

Ciclosporina (capsulas ou solugéo oral)
Ciclofosfamida (frascos-ampola)
Azatioprina (comprimidos)

Fonte: Adaptado de Brasil, 2017, p.10.

Primeiro esquema
MTX ou outro cdDMARD
< Ou
% Combinacéo de csDMARDS (preferencialmente com MTX)
- Ocorrendo toxicidade da droga, auséncia de resposta clinica em
< trés meses de tratamento ou o objetivo do tratamento ndo foi
g atingido em 6 meses de tratamento
L
= Segundo esquema
@ Interromper o cdDMARD
o Ou
Outra combinacéo de csDMARDS (preferencialmente com MTX)
Ocorrendo toxicidade da droga, auséncia de resposta clinica
em trés meses de tratamento ou o objetivo do tratamento ndo
foi atinaido em 6 meses de tratamento
Preferéncia Alternativo
% Iniciar o tratamento com Iniciar o tratamento com
> bDMARD (preferencialmente tsDMARD preferencialmente
5 combmado_com cdDMARD (de combinado com MTX
< preferencia MTX): anti TNF
o) ou ou
a4 Modulacédo de co-estimulagéo de
3 linfécito T
L Ou
o Bloqueador de receptor de I1L-6
Ocorrendo toxicidade da droga, auséncia de
resposta clinica em trés meses de tratamento ou
0 objetivo do tratamento ndo foi atingido em 6
meses de tratamento
Interromper bDMARD para: Interromper bDMARD:
Um segundo TNFi ANTI-TNF
<
T Ou _ Ou
zZ Modulacdo de co-estimulagdo de Modulacdo de co-estimulagdo de
| linfécito T linfécito T
< Ou Ou
o Bloqueador de receptor de IL-6 Bloqueador de receptor de IL-6
L Ou Ou
2 anti-CD20 (+MTX) anti-CD20 (+MTX)
L Ou
= Iniciar tratamento com tsDMARD
(+ MTX)
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Em todas as fases pode ser utilizado:
Prednisona ou equivalente (menor dose pelo menor tempo possivel)
Corticosteroides intra-articular; Analgésicos; AINEs

Figura 3:Recomendacdes 2017 da Sociedade Brasileira de Reumatologia sobre o tratamento da AR
Fonte: Adaptado de Mota et al, 2018. p. 62

Estes farmacos utilizados no tratamento da AR trouxeram excelentes resultados
modificando o curso da doencga; entretanto, estes medicamentos possuem diversas
contraindicacdes que devem ser consideradas antes da sua prescri¢cdo, sendo as mais comuns:
hipersensibilidade ao medicamento, classe ou componentes; tuberculose sem tratamento;
infeccdo bacteriana com indicacdo de uso de antibiotico; infeccdo fungica ameacadora a vida;
infeccdo por herpes zoster ativa; hepatites B ou C aguda, podendo existir outras especificas
para algum medicamento. Além disto, embora o tratamento para AR tenha avancado
substancialmente na ultima década, os farmacos utilizados ndo estdo isentos de efeitos
adversos, que devem ser monitorados inicialmente a cada 1 a 3 meses, e apds atingido o
objetivo do tratamento com remissao ou reducgéo da atividade, em intervalos de 6 a 12 meses,
sendo 0s mais comuns: anemia, leucopenia ou trombocitopenia; elevacdo de Aspartato
Aminotransferase/Transaminase glutdmico-oxalacética (AST/TGO), Alamina
aminotransferase/Transaminase glutdmico-oxalacética (ALT/TGP) (BRASIL, 2017).

Embora o tratamento para AR tenha trazido resultados revolucionarios, a completa
remissdo ainda é distante e insuficiente para se recuperar a qualidade plena de vida dos
pacientes. Os impactos extra-articulares como a dor, a depressdo, a ansiedade, a fadiga e a
caguexia reumatoide sao frequentes, e os tratamentos farmacoldgicos tém beneficios limitados
e frequentemente sdo acompanhados de eventos adversos. A fisioterapia com recursos de
cinesioterapia resistida e os exercicios aerobios e a terapia ocupacional melhoram a qualidade
de vida, a capacidade funcional e a dor (BRASIL, 2017). AvaliacGes e estratégias holisticas
também podem contribuir com estes resultados. Além disto, as tecnologias digitais inovadoras
(aplicativos que interagem diretamente com o0s servigcos de salde) estdo mais acessiveis e
podem monitorar os resultados relatados pelos pacientes entre as consultas clinicas, e inclui-
los nos registros de prontuarios eletrdnicos destes pacientes (SCOTT et al., 2018).

Os programas de educacdo sdo procedimentos fundamentais no atendimento
multidisciplinar para portadores de doengas reumaticas e sdo constituidos de orientacéo sobre

a condicdo da doenca, os fatores biopsicossociais, condi¢des concomitantes, opgOes de
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controle da dor e 0 uso de medicamentos para 0 manejo dos sintomas. Além disto, 0
envolvimento do paciente e da familia pode contribuir com a capacidade do paciente de
autogerenciar a dor e reduzir o comprometimento da doenca (CUNNINGHAM; KASHIKAR-
ZUCK, 2013; BRASIL, 2017).

A depressdo em pacientes com AR possui alta prevaléncia (38,8%)(MATCHAM et
al., 2013), assim como a ansiedade 13,5% (COVIC et al., 2012) e estdo associadas aos
prognosticos e evolucgdes piores. Ao comparar a prevaléncia de depressao (3,3%) e de
ansiedade (5,9%) na populacdo geral adulta inglesa, € possivel observar que os pacientes com
AR sdo mais acometidos destes transtornos (NATCEN SOCIAL RESEARCH, 2014). Estes
valores podem variar de acordo com a populagdo estudada, o instrumento escolhido para
avaliacdo e se esta ou ndo associadas depressao e ansiedade. Os fatores relacionados com o
inicio e a permanéncia da depressdo incluem os fatores socioeconémicos (renda, nivel de
escolaridade, profissdo), individuais/pessoais (género, etnia, comorbidades, mecanismos de
enfrentamento e apoio social) e os prdprios da doenca (inflamacéo, atividade da doenca, dor,
limitacBes funcionais e quadro clinico) (MARGARETTEN et al., 2011).

Além destes fatores, ja é conhecido que a inflamacéo sistémica pode ser associada a
depressdo, por mediagdo das citocinas pro-inflamatdrias (SCHIEPERS et al., 2005), os niveis
séricos de IL-1pB, IL-6, IL-17 e TNF-o apresentam-se maiores em pacientes com AR quando
comparado a pessoas saudaveis, assim como o0s niveis de ansiedade e depressdo, e ha
evidéncias de que os niveis séricos de IL-6 e IL-17 elevados nestes pacientes induzem a artrite
e causam sintomas de depressdo (LI et al., 2019). Estas citocinas podem interferir nos
sistemas monoaminérgicos e glutaminérgicos, intensificando ainda mais a etiopatogenia da
depressdo; entretanto, ndo sdo todas as pessoas expostas aos altos niveis de citocinas
inflamatdrias que desenvolvem depressdo (LOTRICH et al., 2014). A Terapia Cognitivo
Comportamental (TCC) e outras terapias psicologicas como o biofeedback e terapia de
aceitacdo e compromisso (ACT) sdo recursos promissores no tratamento da dor. A TCC é
uma intervencdo estruturada de autogestdo e enfrentamento uma vez que a dor persistente tem
forte influéncia nos transtornos de humor e na ansiedade; por outro lado, o biofeedback pode
adotar estratégias de relaxamento, enquanto a abordagem da terapia de aceitacdo e
compromisso objetiva a reducdo da angustia diante da dor (CUNNINGHAM; KASHIKAR-
ZUCK, 2013).

Neste aspecto, a atividade e o0s exercicios fisicos aerébicos e fisioterapia
(alongamentos e condicionamento muscular) também sdo recomendados. Exercicios de

flexibilidade que trabalham com amplitude de movimento podem reduzir a dor, a rigidez e a
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falta de mobilidade; o exercicio resistido pode amenizar os sintomas relacionados a
diminuicdo da funcdo muscular, e melhorar a estabilidade articular; enquanto o exercicio
aerobico promove melhor condicionamento cardiovascular, resisténcia e melhora do
funcionamento fisico geral (CUNNINGHAM; KASHIKAR-ZUCK, 2013). O exercicio
contribui com a melhora da saude geral e do bem-estar, com variagdes em tipo e intensidade.
O treinamento aerdbico associado ao exercicio de fortalecimento muscular é recomendado
para pacientes com AR, por contribuir com a reducdo da dor (HURKMANS et al., 2009);
embora ndo haja evidéncias suficientes para concluir que a pratica de atividade fisica tenha
impacto nos niveis sistémicos de marcadores inflamatorios da AR (BURGHARDT et al.,
2019).

A Medicina Complementar e Alternativa como acupuntura, dietas, produtos
fitoterapicos, homeopatia, massagens, suplementos dietéticos demonstram resultados
encorajadores, embora muitas delas ainda ndo possuam evidéncia clinica disponivel; assim
estas intervencdes geralmente s&o utilizadas como complementar, e ndo como substituto da
terapia convencional (SARZI-PUTTINI et al., 2005).

Diante do exposto, a AR é uma doenca autoimune, sistémica, multifatorial que leva a
comprometimentos articulares e sistémicos. Mesmo com a evolugéo no tratamento da AR, 0s
medicamentos atuais ainda possuem limitacGes por seus efeitos indesejaveis e por nédo
promover uma resposta adequada em alguns pacientes. Assim, a associagdo com tratamentos
ndo medicamentosos e fitoterapicos podem ser uma alternativa complementar no tratamento
da AR.

2.5 Controle da inflamagdo da AR com planta medicinal: Eriobotrya japonica (E.
japonica) Lindl

As plantas medicinais sdo importantes para a pesquisa farmacoldgica e também para
0 desenvolvimento de novos medicamentos, como agentes terapéuticos, material para a
sintese de medicamentos ou modelos para a sintese de compostos farmacologicamente ativos
(WHO, 1998). Cerca de 50% dos medicamentos aprovados durante as ultimas décadas foram,
de forma direta ou indireta, obtidos a partir de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG,
2012). Além disto, os fitoterapicos geralmente possuem um grande numero de ativos
farmacologicos, com algumas vantagens: ser natural e conter multiplos bioativos que podem
obter efeito farmacodinamico sinérgico e/ou aditivo (ZHANG, J. et al., 2015).

As inflamacdes articulares tm como caracteristica: aumento da inflamaco, estresse

oxidativo, alteragdes teciduais progressivas e incapacitantes. O tratamento convencional atual
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que incluem os analgésicos, os anti-inflamatorios e os agentes sintéticos e bioldgicos tem
trazido bons resultados; entretanto, é frequente estar acompanhado de efeitos adversos
indesejaveis. Desta forma, ainda ndo existem medicamentos totalmente eficazes e seguros
para o tratamento desta patologia, e, por conseguinte, a descoberta de novas estratégias para
melhorar o tratamento desta afeccdo é de relevancia. Assim, a utilizacdo de plantas medicinais
€ uma opgdo terapéutica promissora, com menos efeitos adversos (DRAGOS et al., 2017).

Vérios extratos de plantas medicinais mostraram beneficios, com poucos efeitos
adversos, em pacientes com artrite, dentre eles: Arnica montana, Boswellia spp., Curcuma
spp., Equisetum arvense, Harpagophytum procumbens, Salix spp., Sesamum indicum,
Symphytum officinalis, Zingiber officinalis, Panax notoginseng e Whitania somnifera
(DRAGOS et al., 2017). Um estudo caso-controle demostrou que 51,4% dos participantes do
grupo AR utilizaram fitoterapicos como tomilho, camomila, borragem, lavanda, gengibre e
canela, por seus efeitos anti-inflamatdérios (RAMBOD et al., 2018).

A Eriobotrya japonica (E. japonica) Lindl. é uma arvore frutifera pertencente a
familia Rosaceae, conhecida popularmente como loquat, e no Brasil como nespereira, ameixa
japonesa ou ameixa amarela (SOUZA et al., 2003). Esta planta possui muitas propriedades
medicinais e é proveniente do sudeste da China onde é cultivada h4 mais de 2000 anos (LIU
et al., 2016). Atualmente também tem sido cultivada no Japdo, na Espanha, na india, nos
Estados Unidos, na Austrélia, no Brasil (ZHOU et al., 2007), na Turquia, no Paquistdo, na
Italia, em Israel (LIU et al., 2016), no Sul da Africa (MAEMA et al., 2016) e na Corea
(MAHER et al., 2015). Possui folhas simples com aproximadamente 30 cm de comprimento
por 10 cm de largura, alternas, lanceoladas, peciolos curtos e &pice agudo, margens denteadas,
limbo inteiro e textura coridcea e discolor, com a face adaxial verde-escuro brilhante e a face
abaxial verde-claro e aveludado (SOUZA et al., 2003). Seu fruto é arredondado, com casca
fina amarelo-alaranjada, polpa branca ou alaranjada, contendo de 3 a 4 sementes (LIN; LIN,
2005) (Figura 4).
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Figura 4: A) Arvore de Eriobotrya japonica (E. japonica) Lindl.; B) fruta; C) folha e flores

Os frutos da E. jap6nica sdo antioxidantes hidrofilicos, com vitamina C, fenolicos e
carotendides (ZHOU et al., 2011) com atividade anti-inflamatéria (TAKUMA et al., 2008),
hipolipemiante (SHIH et al., 2010) e ajuda na reversdo da resisténcia a medicamentos
utilizados no tratamento de cancer de célon humano e leucemia (ZHOU; WINK, 2018), e 0
seu extrato etanolico e aquoso podem inibir a proliferacdo e a invasdo de células tumorais
(YOU et al., 2016). O extrato da semente possui atividade anti-inflamatéria demonstrada em
modelos de dermatite (SUN et al., 2010), acdo antienvelhecimento (MURAMOTO et al.,
2011), inibe a esteato-hepatite ndo alcodlica (YOSHIOKA et al., 2010) e pode reduzir o
estresse oxidativo na nefropatia (HAMADA et al., 2004). As flores sdo ricas em flavondides e
compostos fendlicos, e os seus extratos metanolicos e etandlicos apresentaram alta capacidade
antioxidante (ZHOU et al., 2011).

As folhas de E. jap6nica sdo utilizadas ha milhares de anos na medicina chinesa, e é
tradicionalmente usada para tratar a inflamagdo (ITO et al., 2000; CHA et al., 2011;
CHINESE PHARMACOPOEIA COMMITTEE, 2010), tosse, bronquite cronica e cancer e
tem demonstrado possuir atividade anti-inflamatoria, anti-diabética, anti-tumoral, anti-
oxidante (LIU et al., 2016) e anti-hipertensiva (MAEMA et al., 2016). O cha da folha da E.
japbnica € muito aplicado na medicina popular no tratamento da inflamacdo.
Experimentalmente, o cha de folhas reduziu a obesidade e a hiperlipidemia (TANAKA et al.,
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2010), apresentou atividade antioxidante e suprimiu a producdo de mediadores inflamatérios e
inibiu 0 edema de pata em camundongos (ZAR et al., 2014), com potencial no tratamento da
artrite (SIMMONDS; PREEDY, 2016); no entanto, ndo ha estudos experimentais
demonstrando essas propriedades na AR (ZHANG, J. et al., 2015).

O extrato das folhas € amplamente estudado, por possuir efeitos imunomoduladores
benéficos e anti-inflamatorios (KIM et al., 2016). O extrato aquoso das folhas de E. japonica
possui efeitos cardioprotetores, contra a apoptose cardiaca e a fibrose induzidas em ratos
hipertensos (CHIANG et al., 2018), além de propriedades antialérgicas (KIM; SHIN, 2009).
O extrato etandlico demonstrou ter acdo neuroprotetora e na inibi¢cdo do desenvolvimento de
cancer de mama (KIM, M.S. et al., 2011). O extrato metandlico teve efeito hepatoprotetor
(SHAHAT et al, 2018). Da mesma forma, o extrado butandlico apresentou atividade anti-
inflamatdria e anti-nociceptiva no teste de contor¢do induzida por &cido acético e teste de
formalina (CHA et al., 2011).

Estudos evidenciaram os constituintes farmacoldgicos ativos na composicéo da E.
japonica. As flores e os frutos sdo ricos em composto fendlicos e terpenos (ZHOU et al.,
2007; FU et al., 2012; ZHANG, W. et al., 2015). Ja foram identificados 389 compostos da
folha de E. japonica. Destes, 134 constituintes tem o limiar de dose letal (DL) satisfatorio,
maior ou igual a 0,18; 61 apresentam biodisponibilidade oral adequada maior ou igual a 30%;
26 compostos tem alta biodisponibilidade oral (BO) e a DL encontram-se de acordo com a
exigéncia da taxa de absorcdo através da barreira epitelial intestinal maior ou igual a — 0,4.
Portanto, 29 compostos podem ser considerados ingredientes ativos pontenciais, destes, 19
foram validados experimentalmente com diversas bioatividades, e dos 19 ingredientes ativos,
15 compostos sdo classificados principalmente como &cidos triterpenos e flavondides e
exibem atividade anti-inflamatéria (Tabela 8). Assim, podemos deduzir que E. jap6nica
possui grande possibilidade de se tornar candidato a novo medicamento (ZHANG, J. et al,
2015).

Tabela 8: Compostos identificados da folha de E. japbnica com propriedades anti-inflamatérias

Composto Estrutura Biodisponibilidade Permeabilidade Dose
Oral (%) Intestinal Letal
Acido ursolico _ Y, 9,95 0,79 0,66

Ho—{ L/ 7“' { "ﬂ"

T M AN—Yon
_ O

Acido clorogénico ~~ OH 6312 - 1,07 0,33

O on .

N e OH
o
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Acido Cafeico " 51,08 0,24 0,05
Rutina OH 35,45 -1,91 0,28
A _OH
HO._~,_O. ]/ﬁ\r
MO
OH O o,l\ LOH
« 0. O /‘* 1
s *éH\OH
HO” ™ “OH
OH
Quercetina “/%\7/0” 31,36 0,02 0,28
HO\/ | o\llv/;\_tﬁ“/'\oH
NP on
_ : OH O
B-sitosterol L —— 4504 1,33 0,75
L | / )
Acido tormentico HO ~ OH
Y ’< 33,73 -0,20 0,71
':: / ; / "’\- f”’ - ' ’ '
Ho: ANS T
Acido pomdlico _ \HO.\L\/
A7 A, VI 75,45 0,26 0,73
H N / \__/ _/
< \_/\ .‘\ / »-OH
p
Acido oleandlico Ho—§ YL \/ 66,91 0,61 0,76
T \_AN N—~)oH
Metil ursolato HO &\’\ _/ 47,63 0,92 0,74
48 NY¥0
o N\
% o |
N NYT > “~OH
Metil arjunolato TN YA H=oH 56,25 -0,05 0,70
g / ‘J / L/\
OH
0
HO{ /] \/ 3
Acido maslinico r\' >J/ ,}._(';:-ou 55,84 0,04 0,74
OH
_~~_OH
Lo X" Ao
kaempferol N 65,70 0,27 0,24
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3-O-trans-p-acido e e

coumaroyl o U .5 k- 46,94 -0,17 0,34
tormentico A o

3-O-cis-p-4cido wo—{ ha F i W / G 4

coumaroyl Hé o=\ /. =2 W, 33,35 -0,19 0,34
tormentico AN (}cu

2a,30,23- 4cido Ho--§)—» VL

trihydroxy A YV Y oy 3

oleandlico -12- \ IS AS 41,34 0.27 0.72
enoico-28 g OH

Fonte: adaptado de Zhang, J. et al., 2015, p.2919-2921.

O 6leo essencial extraido das folhas é constituido essencialmente por acido
hexadecandlico, octadecatrienol, (E) nerolidol e (+)-carvone (TAI et al., 2008). Os extratos
obtidos apresentam maiores proporcdes de acido clorogénico, quercetina-3-sambubioside e
acido ursélico (JUNG et al., 1999), acido ursolico, acido corosolico e acido oleandlico
(BANNO et al., 2005). A cromatografia liquida de alta eficiéncia, ou High performance liquid
chromatography (HPLC), de fase inversa reparativa dessas fragcdes produziu e identificou
dezesseis acidos triterpénicos: acido oleandlico (1; 2,7% na fracdo solGvel em acetato de etila
- EtOAC), acido maslinico (2; 1,7%), arjunolato de metilo (3; 0,2%), acido 2a, 3a, 23-tri-
hidroxioleano-12-en-28-oico (4, 1,3%), acido d-oleandlico (5; 0,1%), acido ursélico (6;
9,7%), ursolato de metilo (7; 0,2%), &acido corosélico (8; 4,4%), acido 3-O-cis-p-
cumaroyltormentico (9; 0,8%), 3-O-trans-p-coumaroyltormentic acido (10; 4,0%), acido 3-
epicorosolico (11; 0,2%), acido euscagico (12; 4,9%), acido 1b-hidroxieucéxico (13; 2,9%),
lactona de &cido ursolico (14; 0,1%), acido betulinico (15; 0,1%) e betulinato de metilo (16;
0,1%) (BANNO et al., 2005).

O é&cido ursélico tem um baixo valor previsto de BO (aproximadamente 10%),
devido a sua fraca solubilidade; no entanto, o contetdo de acido ursélico na folha de E.
japonica (7,57 mg/g) compensa a sua baixa BO e assegurando o0s seus efeitos anti-
inflamatorios e anti-hiperlipidémicos. O &cido clorogénico tem acdo anti-inflamatéria, sua
permeabilidade é muito baixa, porém pode ser hidrolisado em &cido cafeico, e ser
eficientemente absorvido. Desta forma, o acido cafeico também deve ser considerado como
um ingrediente ativo, apesar de possuir uma DL baixa (0,05). Da mesma forma, a rutina
também tem baixa permeabilidade (-1,91) mas o seu metabolito quercetina (permeabilidade
de 0,02) pode atravessar a barreira do colon aumentando a sua absor¢do (ZHANG, J. et al.,
2015).
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Vérias atividades bioldgicas foram identificadas em compostos quimicos, como 0s
triterpenos, sesquiterpenos, flavonodides, taninos e glicosideos megastigmane, encontrados nas
folhas, como por exemplo: anti-inflamatéria, antiviral, antioxidante, antimutagénico,
antitumoral, citotoxicos e hipoglicémico (BANNO et al., 2005).

Os glicosideos sesquiterpénicos totais (JIAN et al., 2017) e os flavonoides totais
(JIAN et al.,, 2018) derivados da folha de néspera reduziram a esteatose hepética nédo
alcoolica. O acido corosdlico isolado de folhas reduz o nivel de glicose em células humanas
de carcinoma hepatocelular (XU et al., 2019). Os glicosideos sesquiterpénicos totais
associados ao &cido fertlico demonstrou acdo antitrombética (LEE et al., 2004). Os acidos
triterpénicos das folhas de E. japonica (Thunb.) apresentaram efeitos profilaticos e
antifibroticos na fibrose pulmonar induzida por bleomicina (YANG et al., 2012), antitumoral
(BANNO et al., 2005), anti-inflamatérias em modelos de bronquite crénica (HUANG et al.,
2007; 2009) e protetora da pele, dentre elas a inibicdo da melanogénese, antiacne,
antialérgica, e estimula a producdo de colageno e do acido hialurdnico (TAN et al., 2017). A
composicdo triterpendide de folhas de nespereira tem um efeito significativo de elastase
neutrofilica humana in vitro e um efeito terapéutico na inflamacdo induzida por
Lipopolissacarideo (LPS); entretanto, em ambos os efeitos a composicéo triterpendide de
folhas sdo mais eficientes que o acido ursdlico, este fato pode ser porque a absor¢do de
triterpendides pentaciclicos em composicdo triterpenoide de folhas de nespereira pode ser
melhor (ZHANG et al., 2019).

Embora o acido ursoélico isolado das folhas tenha demonstrado inibir a diferenciacédo
dos osteoclastos responsaveis pela reabsorcdo 6ssea e osteoporose (TAN et al., 2019), 11
triterpendides da folhas de E. japonica mostraram efeitos potentes de antiosteoclastogénese,
dentre eles o acido pomdlico que apresentou atividade inibitéria mais potente do que o acido
ursolico (TAN et al., 2015). Este aspecto € relevante para a prevencao da osteoporose, assim
como das deformidades da AR, que tem como uma das suas caracteristicas a intensa atividade
osteoclastica articular.

Existem 53 alvos que estdo relacionados a inflamacéo. Destes, 43 alvos podem se
ligar a 11 compostos da folha de E. japonica que possui propriedade anti-inflamatéria. Seis
destes alvos (COX2, COX1, ALOX5, ICAM1 e PPARg-PPARd) demonstraram a
similaridade da E. japonica com 0s nossos medicamentos anti-inflamatorios ocidentais. As
citocinas pro-inflamatérias (TNF, IL1A, IL1B, IL2, IL5 e IL8) e anti-inflamatérias (IL4 e
IL10) podem ser reguladas por E. japonica (ZHANG, J. et al., 2015). Da mesma forma, a
supressdo da liberagcdo de mediadores de inflamacdo, como a prostaglandina E2 (PGE2) e
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COX-2 (SETTY; SIGAL, 2005), da sintese de NO e de iNOS (MATALKA et al., 2007) via
inibicdo da expressdo de NF-kP e translocacdo nuclear (ZHOU; WINK, 2019), pode reduzir o
edema.

A enzima COX-1, presente nos tecidos normais, mantém a integridade e homeostase
funcdo renal e da mucosa gastrica; j& a COX-2, predominante no tecido com inflamacéo,
aumenta a producdo de PG (SEIBERT et al., 1997). Entretanto, as interagbes com Varios
alvos podem reduzir os efeitos adversos da E. japonica, por ter relagdo com outros alvos
como a proteinoquinase ativada por mitogenoas (MAPK14), receptores gama ativados da
proliferacdo de peroxissomos (PPARG), gene RelA, TNF, MAPKS8, heme oxigenasse
(HMOX-1) e quimiocina com motivo C-X-C 10 (CXCL10) e, associadas a COX1, podem
compensar os efeitos gastrointestinais (ZHANG, J. et al., 2015).

Embora o consumo de plantas medicinais seja uma pratica usual da populacao, elas
podem apresentar efeitos adversos (LOPEZ-GIL et al., 2017; HE et al., 2019; LIN et al.,
2019). No entanto, a E. japonica demonstrou ter baixa toxicidade. O extrato etanodlico da
folha ndo induziu mutagenicidade ou clastogenicidade in vitro e in vivo (JEONG et al., 2018),
ndo teve toxicidade na dose de 1000 mg/kg/dia em machos e fémeas em estudo subcrénico de
13 semanas (SEONG et al., 2018). De acordo com OCDE (2008), e substancias administradas
por via oral que apresentarem DL 50 > 2.000 mg / kg sé&o consideradas relativamente seguras.
Além disto, o acido triterpeno da folha de Eriobotrya japonica também obtiveram baixa
toxicidade aguda e subaguda (LI et al., 2017).

Assim, a Eriobotrya japonica é uma forte candidata para o tratamento coadjuvante
da artrite, por suas evidéncias de atividades anti-inflamatorias; contudo, ndo héa estudos
experimentais demonstrando sua ac¢éo no tratamento da artrite (ZHANG, J. et al., 2015).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade anti-inflamatoria e antiartritica do extrato de folhas de E. japonica

3.2 Objetivos especificos

v

Verificar se o tratamento com o extrato de folhas de E. japonica possui acdo anti-
inflamat6ria em modelo de pleurisia induzida pela carragenina em camundongos;
Verificar se o extrato de folhas de E. japonica possui acdo antihiperalgésica e
antiedematogénica em modelo de inflamagdo aguda, hiperalgesia e edema induzidos
pela carragenina em camundongos;

Verificar se o tratamento prolongado com o extrato de folha de E. japonica possui
acdo antihiperalgésica, antiartritica e anti-inflamatéria em modelo de hiperalgesia e
inflamacdo persistente induzidas pelo adjuvante completo de Freund (CFA) em
camundongos;

Verificar se o tratamento com o extrato de folha de E. japonica possui agdo anti-
inflamatoria articular em modelo de inflamacg&o articular induzida por Zymosan em
camundongos.

Analisar a toxicidade aguda oral de E. japonica.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Ethnopharmacological relevance: The Eriobotrya japonica (EJ) is a Chinese medicinal plant that is currently grown
E. japonica in Brazil. E. japonica leaves infusion is traditionally used in the treatment of inflammation; however, there are
Inflammation few scientific studies showing the effects of these properties on joint articular and persistent experimental in-
Antihyperalgesic flammation.

j\;t[ll(;ular Aim of the study: The present research had objective investigation of the effect of infusion obtained from
Loquat leaves of E. japonica (EJLE) on acute and persistent experimental articular inflammation.

Materials and methods: The Swiss mice were treated orally with EJLE and analyzed for acute pleural in-
flammation (30, 100, and 300 mg/kg), paw edema induced by carrageenan (100 mg/kg), acute knee in-
flammation induced by zymosan (100 mg/kg), and persistent inflammation induced by Complete Freund's
Adjuvant (CFA) (30 and 100 mg/kg). Mechanical hyperalgesia, cold and edema were analyzed.

Results: The chromatographic analysis of EJLE revealed the presence of corosolic acid, oleanolic acid, and ur-
solic acid. EJLE presented anti-inflammatory activity in the pleurisy model, inhibiting leukocyte migration,
protein extravasation and nitric oxide production. In the articular inflammation model, EJLE reduced the
number of leukocytes in the joint cavity, paw edema and hyperalgesia (4 h after induction). In the persistent
inflammation model induced by CFA, the extract reduced paw edema after 11 days of mechanical and cold
hyperalgesia on day 6.

Conclusions: The EJLE has anti-inflammatory and antihyperalgesic potential in models of acute and persistent
experimental articular inflammation, making this infusion a new possibility for complementary treating acute or
chronic articular inflammatory diseases.

1. Introduction

The joint inflammatory processes associated with arthritis are
multifactorial conditions that affect an average of 23% of adults in the
United States (Barbour et al., 2018), with a strong impact on the quality
of life of individuals and the high cost of treatment. For example, the
prevalence of rheumatoid arthritis (RA) is 0.5-1.0% with systemic,
polyarticular, morning stiffness, destructive and inflammatory cartilage
degeneration, destruction of articular and periarticular bone tissue and
deformity with a consequent loss of function and inability to work
(Smolen et al., 2018). Traditionally, the five cardinal signs of pain,

redness, swelling, loss of function and heat characterize the in-
flammatory process (Medzhitov, 2010; Ferrero-Miliani et al., 2007) by
the activation of several inflammatory/nociceptive madiators. The
leukocytes recruitment, alterations in vascular permeability and others
processes also play a role in the inflammatory response (Souto et al.,
2011). The symptomatic drugs inhibiting the synthesis of pros-
taglandins are traditionally used in the treatment of RA to reduce pain
and edema, such as analgesics or nonsteroidal anti-inflammatory drugs
(NSAIDS). Glucocorticoids have anti-inflammatory activity and pro-
mote the modification of the disease course, and associated with
methotrexate, these compounds have been recommended for use;
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Abbreviations

(ANOVA) Analysis of Variance

CFA (Complete Freund's Adjuvant)
(COX)  Cyclooxygenase

(DAD) Diode Array Detector

(ED) Eriobotrya japonica

(EJL) Eriobotrya japonica leaf

(EJLE)  Eriobotrya japonica leaf extract
(Hmox1) Heme oxygenase 1

(ICAM) Intercellular Adhesion Molecule
(IL) Interleukin

(LOX) Lipoxygenases

(SEM) Mean Standard Error

(NO) Nitric Oxide

(iNOS)  Inducible Nitric Oxide Synthase

(PPARS) Peroxisome Proliferator-Activated Receptor delta
(PPARY) Peroxisome Proliferator Activated Receptor gamma
(RA) Rheumatoid Arthritis

(TNF) Tumor Necrosis Factor

however, glucocorticoids are recommended for short-term use because
of adverse effects. Disease-modifying anti-rheumatic drugs (DMARDs),
synthetic or biological (monoclonal antibodies), reduce synovitis and
systemic inflammation; however, the use of these drugs increases the
risk of infections. Anti-tumor necrosis factor (anti-TNF) or anti-inter-
leukin - 6 (IL- 6) antibodies have also been used in the treatment of RA,
but not all patients respond to these therapies (Smolen et al., 2018).
Although there has been a great evolution in the treatment of AR in
recent decades, these drugs may not promote an adequate response in
some patients and may show adverse effects.

Medicinal plants, such as cat's claw and turmeric are on the
RENISUS list (list of medicinal plants of interest to the unified health
system) (Brasil, 2017) and may be an important alternative in the
treatment of chronic inflammation because the leaves of this plant has
several active agents that have additive or synergistic pharmacody-
namic actions (Zhang et al., 2015). In folk medicine, leaves of Eriobo-
trya japonica Lindl. (Rosaceae family), popularly known as loquat, are
traditionally used to treat inflammation (Cha et al., 2011; Ito et al.,
2000, Chinese Pharmacopoeia Committee, 2010), and it is delicious
fruits are widely consumed by the population. Although it originates in
China, E. japonica is grown in several countries (Zhou et al., 2007; Liu
et al., 2016). Studies on the ethanolic extract of E. japonica leaf have
shown neuroprotective action (Kim et al., 2011), and buthanolic extract
acetic acid-induced writhing test and formalin tests (Cha et al., 2011).
Studies on E. japonica leaf water extract have also demonstrated anti-
allergic properties (Kim and Shin, 2009), and E. japonica leaf decoction
reduced inflammation (Zar et al., 2014).

E. japonica leaf tea is widely used in folk medicine for the treatment
of inflammation, with potential in the treatment of arthritis (Simmonds;
Preedy, 2016); however, there are no experimental studies demon-
strating these properties (Zhang et al.,, 2015). Two carrageenan
(pleurisy and paw edema) inflammatory models were used to determine
the dose response curve, time response curve and anti-inflammatory
profile. Zymosan and CFA areas were considered inflammatory ar-
ticular models to evaluate the infusion obtained from E. japonica leaves
(EJLE). Thus, this study aimed to evaluate the anti-inflammatory ar-
ticular and antihyperalgesic properties of EJLE.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals materials

Mitomycin C was obtained from Pharmaceutical Group Co., LTD.
(Guangdong, China). Deuteroxide and 3-trimethylsilyl-propionate
[2,2,3,3, d4] (TSP), methanol and orthophosphoric acid (Merck Drugs
& Biotechnology, Germany), Corosolic, ursolic and oleanolic acids (>
98%), carragenan, zymosan, Complete Freund's Adjuvant, and xylazine
were obtained from Sigma-Aldrich (St Louis, MO, USA), and quetamina
(Rhobiofarma, Brazil), panoptic color (Laborclin, Brazil), Bradford re-
agent (Bioagency, Brazil), Acetone (Proquimico, Brazil), Turk's solution
(New Prov, Brazil), May-Grunwald-Giemsa (New Prov, Brazil), and
dexamethasone (Teuto, Brazil) were also obtained.

2.2. Obtaining herbal materials and preparation of the EJLE

The leaves of E. japonica were collected (22°12'23,61”S and
54°44’42,21”W) in August 2017 from private property (cultivar),
identified by PhD José Luiz Fornasieri and deposited in the Federal
University of Grande Dourados (UFGD) herbarium (DDMS5621).

The leaves were dried in a circulating air oven at 37 * 2 °C and
ground in a Willey (Marconi, Brazil) type mill with a 10 mesh sieve.
Subsequently, the sample was packaged, labeled and stored at room
temperature. The leaves at a concentration of 50 g/1 were incubated, in
water previously heated to 95-100 °C, for 10 min in an enclosed con-
tainer (infusion). Subsequently, the extract was lyophilized and stored
in a hermetically sealed bottle at —20 °C. The yield was calculated as
the ratio between dry plant material and lyophilized material (11.3%
mass:mass). The extract was lyophilized in an Alpha 1-2LD Plus Christ
instrument with vacuum parameters of 0.045 mbr and a temperature of
42 °C.

2.3. Chromatographic analysis

The extract (10 mg) was solubilized in 10 ml of 30:70 v:v metha-
nol:water. The solution was filtered through a 0.45 um membrane filter
(Millipore, MA, USA). The extract was analyzed in an analytical LC (LC-
6AD, Shimadzu, Kyoto, Japan) system with a diode array detector
(DAD) monitored at . = 200-800 nm, and all three compounds were
detected at 210 nm. The LC column was a C-18 (25 cm X 4.6 mm;
particle size, 5 pm; Luna, Phenomenex, Torrance, CA, USA). In the
analysis, the flow rate and the injected volume were set as 0.6 mL/
20 pL, respectively. All chromatographic analyses were performed at
23 °C. Elution was carried out using a mobile phase consisting of 90:10
(v/v) MeOH/1.0% (w/v) aqueous orthophosphoric acid.

Standards of the acids (Sigma, > 98%) were prepared at an initial
concentration of 1000 pg/ml. The concentrations of corosolic, ursolic
and oleanolic acids were determined by external calibration after di-
lutions appropriated in the range of 1.0-10.0 pug/ml. The analysis was
performed in triplicate for each concentration level of standard and
extract and injected into the chromatographic system.

2.4. ABTS assay

ABTS-+ cation radicals were produced by the reaction between
7 mM ABTS in water and 2.45 mM potassium persulfate (1:1) in the
dark at room temperature for 16 h before use. The ABTS: + solution was
then diluted with methanol to obtain an absorbance of 0.700 at 734 nm.
After the addition of 5 pl of plant extract to 3.995 ml of diluted ABTS-+
solution, the absorbance was measured at 30 min after the initial
mixing. An appropriate solvent blank was run in each assay. All mea-
surements were carried out at least three times. The percent inhibition
of absorbance at 734 nm was calculated using the formula ABTS:+
scavenging effect (%) = (AB-AA)/AB) X 100 (2), where AB is the
absorbance of ABTS radical + methanol and AA is the absorbance of
ABTS radical + sample extract/standard. Trolox was used as a stan-
dard.
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2.5. Animals

Swiss (20-30 g), C57Bl/6 mice (24-28 g) and Wistar rats
(200-230 g) were obtained from the Central Biotherium of the Federal
University of Grande Dourados (UFGD). The mice were accommodated
in Setorial Biotherium of the Faculty of Health Sciences (FCS - UFGD) in
polypropylene boxes, with a circadian cycle (light/dark 12 h), humidity
and a controlled temperature (22 *+ 2 °C). Water and feed were made
available ad libitum. All experiments were approved by the Committee
on Ethics in Animal Experimentation (CEUA/UFGD) with protocol of
approval n® 30/2017.

2.6. Analysis of leukocyte migration, nitric oxide production, and protein
exudation in carrageenan-induced pleurisy model

Swiss female mice (20-30 g) were divided into 6 groups (n = 6) and
treated by oral route with saline 0.9% (control group), EJLE (with doses
of 30, 100, and 300 mg/kg, p.o. EJLE groups), dexamethasone (2 mg/
kg, p.o. DEXA group), and saline (naive group). An intrapleural injec-
tion of 100 pl of carrageenan (1% diluted in sterile saline) or saline
alone (only in naive) was administered as described by Vinegar et al.
(1973) after 1 h. At 4 h after carrageenan injection, the animals were
anesthetized and submitted to euthanasia with xylazine and ketamine
(10 mg/kg and 150 mg/kg, i.p.) to collect intrapleural inflammatory
exudate. The pleural cavity was washed with 1 ml of buffered saline
plus anticoagulant (PBS/EDTA), and the lavage, together with the
pleural exudate, was placed in polyethylene tubes. Thirty microliters of
the material was used for leukocyte counting. The total number of
leukocytes was determined by an automated hematology unit KX-21N
from Sysmex. For the determination of protein extravasation, the
Bradford kit (Bioagency, Sao Paulo, Brazil) was used according to the
manufacturer's instruction, and nitric oxide (NO) was determined by
the method of Griess.

2.7. Model of edema and hyperalgesia induced by carrageenan

One day before the experiment, the basal mechanical threshold was
determined (mechanical sensitivity) using a digital mechanical an-
algesimeter (VonFrey Insight). Male Swiss mice (n = 6/group) were
randomly assigned into three groups: EJLE (100 mg/kg, p.o), dex-
amethasone (1 mg/kg, s.c.), and control (saline 0.9%, p.o.). One hun-
dred microliters of the solution with carrageenan (300 pg/paw) was
injected after 1 h into the right hind paw of all animals, and saline
solution 0.9% was injected into the contralateral paw at the same vo-
lume and considered as time zero. The edema was evaluated at 0.5, 1, 2
and 4 h, while mechanical hyperalgesia and cold allodynia were esti-
mated at 3 and 4 h after carrageenan treatment. The paw edema eva-
luation was made using a plethysmometer (Panlab, Spain) (Henriques
et al., 1987). The evaluation of mechanical hyperalgesia was performed
after the animals were placed in a containment box with support for the
analgesimeter test. The animals were allocated for 30 min to adapt to
decrease exploratory behavior and support the four paws on the base.
To measure the nociceptive mechanical sensitivity threshold (g) of the
paw that received the carrageenan treatment, a digital analgesimeter
(Von Frey, Insight) (Moller et al., 1998) was used as a pressure trans-
ducer, which records the applied force (in grams) until the moment of
paw withdrawal.

Finally, the cold allodynia test was performed according Choi et al.
(1994). Thirty microliters of acetone was sprayed on the plantar region
of the right hind paw of the animal, and the number of licks from the
period in which the animal exhibited cold sensitivity behavior was re-
corded as licking or rubbing the paw, shaking and withdrawing the
paw. The minimum and maximum cut-offs were designated as 5 and
20 s, respectively. Removal of the paw for other reasons, such as lo-
comotion or weight transfer, was not considered.
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2.8. Model of articular inflammation induced by zymosan

Swiss female mice were treated: naive (saline 0.9%, p.o.), control
(saline 0.9%, p.o.), dexamethasone (1 mg/kg, s.c.), EJLE (100 mg/kg,
p.-o.). At 1 h post treatment, knee inflammation was induced by intra-
articular injection with zymosan (200 pug/10 pl sterile saline) (zymosan
A. from Saccharomyces cerevisiae - Sigma-Aldrich) through the patellar
ligament into the right knee cavity (Yamada et al., 2013) after an-
esthesia with a mixture of ketamine and xylazine (80 and 5 mg/kg,
i.p.). The edema was evaluated at 4 h and 6 h, and mechanical hy-
peralgesia was evaluated at 3 and 4 h after the application of zymosan.
The knee evaluation edema was made by a comparison of the difference
between the right and left sides with a digital micrometer Insize at 4
and 6 h after zymosan injection. The mechanical hyperalgesia was
performed as described in 2.7 (Moller et al., 1998). The leukocyte mi-
gration analysis was performed on the exudate of the intra-articular
knee. The animals were submitted to euthanasia at the sixth hour after
the induction of arthritis with ketamine and xylazine (80 and 5 mg/kg).
Access to the right knee intra-articular cavity was given by surgical
incision through the frontal region of the joint and exposure of the fe-
moral-tibial joint line. The intra-articular cavity was washed twice with
5 ul of PBS/EDTA (pH 7.4), and the exudate was collected by aspiration
and diluted for white blood cell and differential count.

2.9. Model of persistent inflammation induced by Complete Freund's
Adjuvant (CFA)

Male C57BL/6 mice were randomly distributed into groups (n = 6/
group): EJLE (30 or 100 mg/kg, p.o.), dexamethasone (1 mg/kg, s.c.),
control and naive (saline, p.o.). At time zero, 20 pl of CFA (suspension
of killed Mycobacterium tuberculosis in oil) (Larson et al., 1986) was
injected into the right hind paw (intraplantar (i.pl)), and 20 pl of saline
was injected into the left hind paw, while the naive group was injected
with 20 pl of saline in both paws. The edema, mechanical hyperalgesia
and cold allodynia were evaluated on days 6, 11, 16 and 22 after ap-
plication of the CFA, as described in item 2.7.

2.10. Acute oral toxicity study

This experiment was performed with female Wistar rats (200-230 g)
and according to OECD 425 - 407 guidelines. The EJLE was adminis-
tered by gavage (2000 mg/kg), in a single dose, in 1 animal, fasting for
12 h, which was observed after 30 min, 1, 2, 4, 8 and 24 h. As there was
no sign of toxicity or death, the same administration was repeated in 4
animals that were observed for the same period, after that all animals
remained under observation for 14 days (OECD, 2008; Menegati et al.,
2016; Saleem et al., 2017). The five hippocratic parameters were ob-
served daily: consciousness, motor coordination, reflexes (auditory and
corneal), central nervous system (ataxia, tremors, sedation, seizure) and
autonomic (piloerection, sialorrhea, cyanosis, ptosis and tearing)
(Malone; Robichaud, 1962), as well as body weight, water and food
consumption. The animals were euthanized by ketamine and xilasin
overdose. Organs such as heart, spleen, lungs, liver and kidneys were
removed, macroscopically observed and weighed (Traesel et al., 2014).

2.11. Statistical analyses

The data are presented as the mean = SEM (standard error of the
mean) or mean * SD (standard deviation). The differences between
the means were evaluated by analysis of variance (ANOVA), followed
by the Newman-Keuls posterior test, using GraphPad Prism software.
Statistical differences were considered significant, P < 0.05.



A.M. Kuraoka-Oliveira, et al.

3. Results
3.1. Chemical composition and antioxidant activity

Corosolic, ursolic and oleanolic acids were identified and quantified
in the extract of E. japonica (Table 1 and Fig. 11).

The antioxidant activity of the sample was determined using an
ABTS assay that presented values of IC5y = 34.9 pug/ml.

3.2. EJLE reduced leukocyte migration, nitric oxide production and total
protein extravasation in the carrageenan-induced pleurisy model

The oral administration of EJLE significantly reduced leukocyte
migration (Fig. 1A) by 25%, 33%, and 26% at doses of 30, 100 and
300 mg/kg, respectively, while dexamethasone reduced leukocyte mi-
gration by 71% compared to control group. The total protein was re-
duced by 23, 25 and 25% (30, 100, and 300 mg/kg, respectively), while
dexamethasone inhibited 31% protein extravasation into the in-
trapleural space at 4 h after carrageenan injection (Fig. 1B). Finally, the
EJLE significantly inhibited the concentration of nitric oxide by 39%,
45% and 33% with doses of 30, 100 and 300 mg/kg, respectively, while
dexamethasone reduced the concentration by 43% compared to control
group (Fig. 1C).

3.3. Anti-inflammatory and antinociceptive activity of EJLE on a model of
edema induced by carrageenan

In paw edema and hyperalgesia carrageenan-induced model, EJLE
(100 mg/kg, p.o.) showed anti-inflammatory activity and a significant
difference in edema at all evaluated times, with maximum inhibition at
2 h, inhibiting the formation of edema by 75% compared to control
group (Fig. 2A, B, 2C, and 2D). EJLE also demonstrated anti-
hyperalgesic and anti-allodynic activity when administered by the oral
route. The results showed a significant delayed reaction after 4 h, in-
hibiting mechanical hyperalgesia by 94% (Fig. 3B) and cold allodynia
by 46% compared to control group (Fig. 4B). There was neither allo-
dynia (Fig. 3A) or nociceptive (Fig. 4A) response after 3 h.

3.4. Anti-inflammatory activity of EJLE in articular inflammation induced
by zymosan model

In the zymosan-induced articular inflammation model, the oral
administration of EJLE (100 mg/kg, p.o.), demonstrated significant
anti-inflammatory activity for preventing edema formation after 4 and
6 h (Fig. 5A and B), with 68% inhibition of edema (Figs. 5A) and 100%
of hyperalgesia inhibition after 4 h, compared to the control group
(Fig. 6B); however, there was no inhibition of hyperalgesia within 3 h
(Fig. 6A). The extract also showed reduction of leukocyte migration by
43 * 6%, compared to control group (similar result to the anti-in-
flammatory effects of dexamethasone) (Fig. 7).

3.5. Model of persistent edema induced by Complete Freund's Adjuvant
(CFA)

In persistent edema induced by CFA model, the oral daily admin-
istration of the EJLE (30 mg/kg and 100 mg/kg) for 22 days inhibited
the edema formation by 73 + 2 (Fig. 8B), mechanical hyperalgesia by
100% approximately (day 11 and 22) (Fig. 9) and cold allodynia by
50 =+ 8 (day 22) compared to control group (Fig. 10). Differences in
morphological characteristics of the right hind paw of each mouse 22
days after CFA injection, can be seen in Fig. 8A.

3.6. Acute oral toxicity

Although medicinal plants have been widely used by the popula-
tion, toxicological analysis is essential to ensure safe use. In this
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experiment, no signs or symptoms of acute and clinical oral toxicity
were observed with the use of EJLE in any animal. Thus, we can deduce
that the extract has low toxicity and the Lethal Dose 50 (LD50) is above
2000 mg/kg.

4. Discussion

Phytotherapics are considered a complementary and alternative
treatment in Brazil for several diseases, including inflammatory dis-
eases and arthritis (Brasil, 2017) because it contains several synergistic
bioactives and/or additives and targets several proteins or genes (Zhang
et al., 2015). Unfortunately, steroidal and nonsteroidal drugs, although
efficient, in acute or prolonged use, are accompanied by adverse effects
observed in clinical practice. E. japonica has been shown to have anti-
inflammatory properties (Cha et al., 2011; Banno et al., 2005; Zar et al.,
2014) and is widely used in folk medicine and as food. We opted for the
water extract were obtained from infusion according to the folk cus-
toms.

The results obtained in the pleurisy model of this study confirmed
the anti-inflammatory activity of EJLE, reducing the NO concentration,
leukocyte migration and protein extravasation in the pleural exudate.
The dose response curve was made in the pleurisy test in mice, but as
unexpected, all doses tested (30, 100 and 300 mg/kg) caused a sig-
nificant reduction in all inflammatory analyses. Thus, we used doses of
30 and/or 100 mg/kg in subsequent tests of paw and articular in-
flammation. In the time course curve, the greatest inhibition of paw
edema was observed at 2 and 4 h after carrageenan paw injection, while
significant antinociceptive responses (mechanical and thermal) were
only detected at 4 h after carrageenan injection. The main in-
flammatory mediator produced and released at this time point (in
carrageenan inflammation) is prostaglandins (PGE2) through the acti-
vation and production of COX-2. Nitric oxide also is involved in the
EJLE mechanism of action via the iNOS (through NF-kB) and/or protein
kinase (MAPK) pathway (Kim and Shin, 2009; Uto et al., 2010; Cha
et al.,, 2011; Zhou and Wink, 2019). The inflammatory exudate is
formed by the extravasation of plasma and proteins into the inflamed
tissue, due to increased vascular permeability during the inflammatory
process. Vascular permeability enhances fluid and cellular extravasa-
tion which results in localized edema, observed in the inflammatory
response. Analysis of protein levels in inflammatory exudate would be
useful in measuring the process of reestablishing tissue homeostasis,
therefore making them useful in the identification of the factors in-
volved in tissue repair (Buchstein et al., 2009; Nidavani et al., 2014;
Cavassan et al., 2018). In pleurisy model, the EJLE treatment reduced
proteins level in the pleural exudate in all doses tested, exhibiting a
protective effect by reducing protein levels in inflammatory exudate,
this effect is similar to that observed in dexamethasone treatment (re-
ference drug).

The methanolic extract from E. japonica leaves showed edemato-
genic and antinociceptive effects on the paw carrageenan model of
inflammation in the rats analyzed (Ghaiye et al., 2011). The compound
tormentic acid decreased nitric oxide and tumor necrosis factor (TNF-a)
levels and decreased carrageenan-induced iNOS and COX-2 expression
(Chang et al., 2011; Cha et al., 2011). The novelty of this article is that
water extract EJLE were obtained from infusion inhibits both noci-
ception and pleural inflammation of mice undergoing carrageenan-

Table 1
Compounds identified in the Eriobotrya japénica leaves.

Retention time (min) Compounds Concentration Mean =+ SD (mg/g)
14.33 Corosolic acid 1469 * 2.6
24.29 Oleanolic acid 39.1 = 0.9
25.13 Ursolic acid 915 * 1.2

SD = Standard deviation.
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For the analysis of the anti-inflammatory and antinociceptive ac-
tivity of EJLE, an acute articular inflammation induced by zymonsan
model and a persistent inflammation model induced by CFA were used.
Although animal models of arthritis do not fully reproduce the clinical
disease, they can contribute to the understanding and development of
anti-arthritis therapies (Asquith et al., 2009). The zymosan-induced
acute articular inflammation model is monoarthritic in nature (Asquith
et al., 2009), associated with neutrophil recruitment and lymphocyte
proliferation (Yamada et al., 2013). Zymosan is a cell wall poly-
saccharide of Saccharomyces cerevisiae capable of binding to Toll-like
receptor 2 (TLR2) on macrophages, inducing pro-inflammatory

Falve Control Dexa % express the average = SEM compared to the

control versus treated group or naive group.
*P < 0.05; **P < 0.01; #or ***P < 0.001.
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Fig. 1. Effect of the oral administration of
EJLE on acute inflammation induced by in-
trapleural injection of carrageenan in mice.
In (A) leukocyte migration x 10° cells/cavity,
(B) proteins (mg/ml); (C) nitric oxide (umol/L).
Naive mice were injected with saline via the
intrapleural route, while all other groups re-
ceived carrageenan. Naive and control groups
received saline solution, 0.9%, orally, the dex-
amethasone group were treated at 1 mg/kg by
i.p. injection, and the EJLE group received 30,
100, or 300 mg/kg of extract orally. The bars

cytokines, and mobilizing arachidonates, as well as promoting protein
phosphorylation and activation of the complement pathway (Asquith
et al., 2009), inducing inflammation with consequent peripheral
edema, cyclooxygenase 2 (COX-2) expression, primary hyperalgesia,
central sensitization (Jain et al., 2008) and neutrophil infiltration in
synovial tissue (Yamada et al., 2013). In this study, an intense in-
flammatory reaction induced by zymosan was observed, with increased
leukocyte migration to the joint cavity. Treatment with EJLE (100 mg/
kg, p.o) inhibited the migration of leukocytes with antihyperalgesic
activity in 4 h and prevented the formation of edema in 4 and 6 h. These
results strongly indicate the suppressive effect of EJLE on the induction
of acute joint inflammation by zymosan.

A B Fig. 2. Effect of the oral administration of
EJLE on carrageenan-induced paw edema in
0.08- 0.06+ mice. The figure shows the values at 0.5 (A), 1
(B), 2 (C) and 4 (D) h after the induction of
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Several studies have shown that in experimental models of zymosan
and carrageenan-induced acute inflammation, neutrophils are pre-
dominant among the cell types found in inflamed tissue (Silva-Filho
et al., 2016; Silva-Comar et al., 2014; Yamada et al., 2013). The leu-
kocytes recruitment to the inflammatory focus is a important step in the

4 hours
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Fig. 3. Effect of oral administration of EJLE
on the mechanical sensitivity induced by
carrageenan (paw withdrawal threshold) in
mice. The figure shows the values of allodynia
response at 3 (A) and 4 h (B) after the in-
traplantar injection of carrageenan. The control
group received saline, 0.9%, by oral route, the
EJLE group received 100 mg/kg extract orally,
while the dexamethasone group received treat-
ment at 1 mg/kg by i.p. The bars express the
average = SEM compared to the control versus
the treated group. *P < 0.05 and
***p < 0.001.

Fig. 4. Effect of oral administration of EJLE
on the increase of carrageenan-induced cold
hypersensitivity in mice. The figure shows the
values of the nociceptive response at 3 (A) and
4 h (B) after the intraplantar injection of carra-
geenan. The control (saline 0.9%, p.o.), EJLE
(100 mg/kg, p.o.) and dexamethasone (1 mg/kg,
ip.) groups. The bars express the
average + SEM compared to the control versus
treated group, **P < 0.01.

Fig. 5. Effect of the oral administration of
EJLE on edema on articular inflammation
induced by zymosan model in mice. The
figures show the values at 4 (A) and 6 (B) hours
after the induction of arthritis in the naive
group, control group (saline, 0.9%, p.o.), EJLE
group (100 mg/kg, p.o.) and dexamethasone
group (1 mg/kg, i.p.). The bars express the
mean * SEM compared with the control vs.
treated group, *P < 0.05; **P < 0.01; # or
***p < 0.001.

Fig. 6. Effect of the oral administration of
EJLE on the increase of mechanical sensi-
tivity (paw withdrawal threshold) in ar-
ticular inflammation induced by zymosan
model in mice. The figures show the values at 3
(A) and 4 (B) h after the procedure of induction
of articular inflammation in the naive group,
control group (saline 0.9%, p.o.), EJLE group
(100 mg/kg, p.o.) dexamethasone group (1 mg/
kg, i.p.). The bars express the mean + SEM
compared with the control vs. treated group,
*P < 0.05; **P < 0.01 # or ***P < 0.001.

inflammatory response, and act as the first line of phagocytic cells
(Souto et al., 2011). This cells play an important role in the defense
against infection and innate immunity, removing pathogens from the
blood and tissue fluids. Neutrophils are important cells in the acute
inflammatory process, being the main circulating phagocyte and are the
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Fig. 7. Effect of the oral administration of EJLE on the leukocyte recruit-
ment in articular inflammation induced by zymosan model in mice. The
figure shows the migration of leukocytes in the naive group, control group
(saline, 0.9%, p.o.), dexamethasone group (1 mg/kg, i.p.) and EJLE group
(100 mg/kg, p.o.). The bars express the mean = SEM compared with the
control vs. treated group, # or ***P < 0.001.

first to arrive at the infectious focus (Uhl et al., 2016). However, the
excessive leukocyte infiltration is an important factor that determines
the course of inflammatory diseases and contributes to the development
of tissue damage. These cells release mediators and lysosomal enzymes,
causing damage to the host tissue (Chen et al., 2006). As EJLE reduced
the leukocyte migration induced by carrageenan and zymozan it is
possible to suggest that EJLE plays a role in neutrophils behavior.
The animal model of CFA-induced inflammatory polyarthritis is
widely used in chronic arthritis experiments characterized by synovial
membrane infiltration and joint destruction resembling the clinical and
pathological features of RA in humans (Pearson, 1956; Zheng et al.,
2014). The histological similarities characterize this model as suitable
for testing potential drugs for the treatment of RA (Greish et al., 2012).
Our study demonstrated that EJLE-treated animals had inhibition in the
formation of paw edema and showed reduced mechanical hyperalgesia
and cold hypersensitivity at doses of 30 and 100 mg/kg, with anti-
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inflammatory activity.

The triterpenes acids of E. japonica leaf were suggested as biologi-
cally active and anti-inflammatory (Banno et al., 2005) and the de-
crease in the production of proinflammatory cytokines (IL-13, IL-8 and
TNF) (Huang et al., 2007), and can be safely administered orally to
humans (Li et al., 2017). We identified the components of corosolic acid
(146.9 mg/g), oleanolic acid (39.1 mg/g) and ursolic acid (91.5 mg/g)
in the EJLE with anti-inflammatory properties. Ursolic acid is a bioac-
tive ingredient with anti-inflammatory properties, which, although it
has a relatively low oral bioavailability (10%) because of its low solu-
bility (Zhang et al., 2015), the chemical analysis of the EJLE compo-
sition used in this experiment detected a high concentration of ursolic
acid, which may increase its oral bioavailability value by ensuring the
pharmacological effects of the acid.

Of the 53 targets related to inflammation, 43 bind to 11 anti-in-
flammatory compounds of the E. japonica leaf. Of these, six anti-in-
flammatory therapeutic targets (COX2, COX1, ALOX5, ICAM1 and
PPARg-PPARA) signaled the similarity of E. japonica to Western medi-
cines, while the proinflammatory cytokines (TNF, IL1A, IL1B, IL2, IL5
and IL8) and anti-inflammatory cytokines (IL4 and IL10) indicate that
E. japonica leaf can regulate these therapeutic targets (Zhang et al.,
2015). Anti-edematous activity suggests that the action of E. japonica
leaves can be attributed to the suppression of the release of mediators of
inflammation, including prostaglandin E2 (PGE2) and COX-2 (Setty;
Sigal, 2005), as well as the suppression of nitric oxide synthesis by the
reduction of the expression of enzymes, such as nitric oxide synthase
(iNOS) and COX2 (Matalkaet al., 2007) via inhibition of NF-kB ex-
pression and nuclear translocation (Zhou and Wink, 2019). On the
other hand, the COX-1 enzyme, predominant in normal tissues, is re-
sponsible for maintaining the integrity of renal function, gastric mucosa
and, consequently, homeostasis; COX-2, predominant in inflamed
tissue, promotes increased prostaglandin production (Seibert et al.,
1997). However, the interactions of E. japonica leaves with several
targets can reduce the adverse effects of this plant because it is related

Fig. 8. Effect of the oral administration of
EJLE on increases in paw edema in persistent
inflammation induced by CFA model. In (A)
Morphological characteristics of the right hind
paw of each mouse 22 days after CFA injection,
along with a ruler, the photos were taken to
measure the diameter of each region. The lines
in figure (B) show the thickness of paw edema
measured at 6, 11, 16 and 22 days after in-
traplantar CFA injection using an plethysm-
ometer. The animals were treated once a day for
21 days after the arthritic-induced procedures in
the control group (saline, 0.9%, p.o.), dex-
amethasone group (1 mg/kg, i.p.), EJLE group
(30 mg/kg, p.o.) and EJLE group (100 mg/kg,
p.0.). The points are expressed as the
mean *+ SEM compared with the control vs.
treated group. *P < 0.05; **P < 0.01 or
P < 0.001.

EJLE 100mg/kg

lcm

Control

EJLE (30 mg/kg)
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3+ Fig. 9. Effect of the oral administration of
3 i EJLE on increases in mechanical sensitivity
8 sk -e- Control (paw withdrawal threshold) in persistent
o inflammation induced by CFA model. The
_8 D 2- T - EJLE (30 mg/kg) figure shows the values at 6, 11, 16 and 22 days
g ; = EJLE (100 mg/kg) after the intraplantar injection of CFA. The lines
£9 xx == Dexa (1 mg/kg) represent the control group (saline, 0.9%), dex-
= x - amethasone (1 mg/kg, i.p.), EJLE (30 mg/kg,
8 g 14 = x p.o.) and EJLE (100 mg/kg, p.o.) groups. The
z > . bl animals were treated once a day for 22 days
g * after the arthritic-induced procedures. The
8 W——z\. points are expressed as the mean *= SEM com-
= pared with the control vs. treated group.
0 é 1|1 1l6 2l2 Day *P < 0.05; **P < 0.01 or ***P < 0.001.
S 8- Fig. 10. Effect of the oral administration of
o -e- Control EJLE on cold hypersensitivity (paw with-
~ drawal threshold) in persistent inflammation
-# EJLE (30 mg/k
2 6 ( 9 g) induced by CFA model. The figure shows the
> =+~ EJLE (100 mg/kg) values at 6, 11, 16 and 22 days after the in-
-"ﬁ - -+ Dexa (1 mg /kg) traplantar injection of CFA. The lines represent
% 4- the control (saline, 0.9%), dexamethasone
] (1 mg/kg, i.p.), EJLE (30 mg/kg, p.o.) and EJLE
Q * (100 mg/kg, p.o.) groups. Animals were treated
& 24 P once a day for 21 days after the arthritic-induced
< ek procedures. The points are expressed as the
k) e *E mean *+ SEM compared with the control vs.
8 0 treated group. *P < 0.05; **P < 0.01 or
] ) ] L) ek
6 1 16 22 Day P < 0001
2000 mg/kg, suggesting safety after acute exposure (OECD, 2008; Li
100- et al., 2017). Other toxicity tests, for example subacute and chronic
toxicity tests should be performed to confirm safety after continued use.
In conclusion, this study demonstrated that EJLE may be an ex-
Coroseh scid St acd cellent complementary treatment of acute or chronic articular in-
flammation and should be considered a strong candidate for future
oleanoic acid studies on arthritis. The study of acute toxicity indicated that single
administration of EJLE by oral route did not cause any lethality and no
o— ‘ . changes in general behavior in rats.
1 I
10 20 Declaration of competing interest

Retention time (min)

Fig. 11. HPLC chromatogram obtained, of Eriobotrya japénica leaf.

to seven other targets (MAPK14, PPARg, RelA, TNF, MAPK8, Hmoxl1,
and CXCL10), and together with COX1, these proteins are able to
compensate for the adverse gastrointestinal effects, resulting in sy-
nergistic or additive anti-inflammatory action, thus gaining an ad-
vantage over Western monotherapy (Zhang et al., 2015).

Despite the consumption of medicinal plants by the population and
the belief that natural plants or products are safe and free of side effects,
medicinal plants can be dangerous (Lopez-Gil et al., 2017; He et al.,
2019; Lin et al., 2019). To ensure the safety of an herbal compound for
human use, toxicological studies are necessary to determine potential
side effects and to provide information about choosing safe doses for
clinical use. In the present study the acute toxicity test was perfomed
and during the acute toxicity test, there were no deaths or any signs of
toxicity observed after the administration of the EJLE, according to
OECD (2008), and substances ingested by oral route and having LD50
value > 2000 mg/kg are considered as relatively safe. Li et al. (2017)
performed acute and subacute toxicity tests with Eriobotrya japonica leaf
triterpene acid and our results were similar to acute toxicity. In these
experiments, no signs or symptoms of acute and clinical oral toxicity
were observed with the use of EJLE in any animal. Thus, we can deduce
that the extract has low toxicity and the Lethal Dose (LD) 50 is above
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CONCLUSOES

Este estudo demonstrou que o extrato aquoso da folha de E. japonica € uma excelente
alternativa para o tratamento complementar de artrite aguda e crbnica, por ser capaz de
reduzir a dor e a inflamacgéo, e pode ser considerado como um forte candidato para futuros
estudos na artrite. Também concluimos que o extrtato possui baixa toxicidade uma vez que a
toxicidade aguda indicou que a administracdo em uma Unica dose de EJLE por via oral ndo
causou nenhuma letalidade (DL50 > 2000 mk/kg) e alteracdo no comportamento geral em

ratos.



ANEXO A: Aprovacdo do Comité de ética de experimentacdo animal (CEUA)

MINISTERIO DA EDUCAGAQ
FUNDACAOQ UNIVERSIDADE FEDERAL DA GRANDE DOURADOS
PRO-REITORIA DE ENSIND DE POS-GRADUACAD E PESQUISA

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA
Dourados-MS, 30 de margo de 2018,

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Andlise toxicoldgica e estudo
do efeito antidepressivo, antifiperalgésico e anti-inflamatdrio da
Eriobotrya japonica’, registrada sob o protocolo de n9 30/2017, sob a
responsabilidade de Cindida Aparecida Leite Kassuya e Angela Midor Kuracka de
Olivelra — gue envolve a produgdo, manutencdo efou utilizacdo de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n@
11.794, de 08 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009,
& com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UFGD) da Universidade Federal da Grande Dourados, em reunido de
18/08/2017.

Finalidade { J)Ensing (X ) Pesguisa Clentifica

Vigéneia da autorizagdo | 02/04/2018 & 28/06/2020

Espéciedinhagem/raca Rattus norvegicus — Wistar / Mus musciius

N ge animals 432

Pesa/idade 50 dias
Sexo Wistar - 56 machos e 05 fémeas / Swiss - 315
machos e 56 fémeas ~
o Biotério Central da Universidade Federal da
e Grande Dourados- UFGD

Melissa Megrdo Sepulvida
Coordenadora CELUA
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ANEXO B: Cadastro SISGEN

Ministério do Meio Ambiente
CONSELHO DE GESTAD DO PATRI 10 GENETICO

BINTEMA HAZIONAL DE QEITAS DO PATRIMSNO OENETICO § 00 CONHEQIMENTD TRADICIONAL 4 180CIADD

Certidio
Cadastro nf A1SABI1D

Daclaramos, nos fermos do art 41 do Decreto n* 8.772/2018, que o cadasiro de acesso ao patrimdnio
gendtice ou conhecimants tradicional associado, abaivo identificads & resumido. no Sistema Nacional de Gestlo
do Pariménio Gendétice e do Conhecimante Tradiclonal Associade foi submaetide ao procedimento administrative
de verficagho e nlio foi objete de requerimentcs admitidos de verificaglio de indicios de imegularidades cu, case
tanha sido. o requerimanto de verficaghe nbo fol acatado pelo CGen,

Mirmero do cadasiro A1SABID

Usuidrio: Angela Midori Kuraoka de Oliveira
CRFICNP: 704.402.801-25

Objeta do Acessa Patrimonio Genética/CTA
Finalidade do Acasso: Pesguisa
Espicie

Erlobotrya japonica

Erlobotrya japenica (Thunb.) Lindl.
Fonte do CTA

CTA de origem nio identificavel

Titulo da Atividade: Extrato de atividade anti-inflamatéria e anti-artritica das folhas de Eriobotrya
japonica.

Equipe

Angela Midori Kuracka de Oliveira Centro Universitirio da Grande Dourados

Cindida Aparecida Leite Kassuya Universidade Federal da Grande Dourados

Joyce Alencar Santos Radai Universidade Federal da Grande Dourados

Maloon Matos Leitio Universidade Federal da Grande Dourados

Claudia Andrea Lima Cardoso Universidade Estadual do Mato Grosso do Sul

Saulo Euclides Silva-Filho Universidade Federal do Mato Grosso do Sul

Ciata de Cadastro; 2302018 17:42:20 E E

Situagho do Cadasira Coneluide F

Conselho de Gestiie do Patriménic Gendtico
Siuagio cadastral conforme consulta ao SisGen em 10:09 de 28/06/2018.

NS SETEMA NACIONAL DE OESTAD

OO PATRIMONIO QRN TICO

I DO CONME CRAINTO TRADICIONAL
ANYAD ABBOCIADD - BISBEN



