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Resumo

A artrite induzida (AIA) € uma doenca multissistémica, que acomete
articulagdes, liquido sinovial, como também figado, coracdo, cérebro entre
outros. AlteragcBes metabdlicas observados no figado sdo acompanhadas
por modificacdes no estado oxidativo. Evidéncias sugerem que o a-tocoferol
(vitamina E) previne lesdes causadas por espécies reativas de oxigénio
(ROS) associada ao disturbio inflamatorio. Desse modo, o objetivo desse
trabalho foi avaliar o efeito do a-tocoferol sobre o estado oxidativo de figado
de ratos com AIlA. Os resultados revelam que esta vitamina modula o estado
redox do figado de animais artriticos reduzindo os niveis de marcadores de
lesdo oxidativa, como também elevando a atividade do sistema antioxidante
enzimatico. Desse modo, o a-tocoferol, € molécula promissora, que precisa
ser estudada como um possivel coadjuvante no tratamento da artrite
reumatoide humana.

Introducao

A artrite reumatoide € uma patofisiologia que envolve uma intensa
hiperplasia da cartilagem articular com participacéo de linfécitos T, linfocitos
B, macréfagos, fibroblastos e citocinas pro-inflamatorias, especialmente
interleucina-18 (IL-1B), interleucina-6 (IL-6) e fator de necrose tumoral a
(TNFa). A superproducdo de mediadores pro-inflamatorios estimula
macrofagos e neutréfilos a secretarem espécies reativas de oxigénio (ROS)
0s quais atuam como mediadores do dano no sitio da lesdo. Como a doenca
€ multissistémica, em adicdo a articulagdo, outros Orgdos sao também
afetados, como figado, coracéo e cérebro.

A artrite induzida por adjuvante completo de Freund é uma imunopatologia
experimental em ratos que apresenta muitas semelhancas com a artrite
reumatoide humana. Os animais com AIA apresentam alteracbes nos
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marcadores do estresse oxidativo no sangue, figado e cérebro (BRACHT et
al., 2016, COMAR et al., 2014, WENDT et al., 2015).

O a-tocoferol, forma mais ativa da vitamina E, € uma vitamina lipossolavel,
encontra-se nas membranas lipidicas e lipoproteinas, onde atua como
antioxidante, impedindo ou minimizando os danos provocados pelos radicais
livres. Estudos revelam que os niveis de a-tocoferol, tanto no sangue quanto
no fluido sinovial dos pacientes artriticos estdo diminuidos com a doenca
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007; VASANTHI et al., 2009). Desse modo,
a proposta deste trabalho foi avaliar os efeitos do tratamento com a-tocoferol
sobre o estado oxidativo do plasma e figado de animais com AlA.

Materiais e métodos

Todos procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais em Experimentacdo (CEUA-UEM), n°® 6053280915. Ratos machos,
Hotzman, foram tratados com a-tocoferol (250mg/Kg e 500mg/Kg) oralmente
desde o 5° dia antes da inducdo da artrite e por mais 18 dias apo0s a
inducdo. Ratos controle tratado receberam 500mg/Kg durante 23 dias. Para
a inducdo da artrite por adjuvante foram injetados nos animais 0,1ml da
suspensao de Mycobacteria tuberculosis inativada pelo calor. No 19° dia, os
animais em jejum prévio de dezoito horas, previamente anestesiados,
tiveram a cavidade abdominal exposta, o sangue coletado e o figado
removido e clampeado em nitrogénio liquido até posterior analise. O plasma
foi utilizado para determinagcéo dos niveis de tidis proteicos, grupos carbonil
de proteina, capacidade antioxidante total (TAC-ABTS) e capacidade de
reducdo de ions ferro (FRAP). O homogenato de figado foi utilizado para
determinacdo dos seguintes marcadores do estado oxidativo: conteudo de
glutationa reduzida (GSH) e oxidada (GSSG), niveis de grupos carbonil de
proteina, peroxidacao lipidica, conteido de ROS e atividade de enzimas
catalase (CAT) e superoxido dismutase (SOD). Todos os ensaios foram
realizados no espectrofotdmetro ou espectrofluorimetro. Analise estatistica
foi realizada por meio da analise de uma variancia (ANOVA one-way,
GraphPad Prisma) seguida do pos-test Tukey.

Resultados e Discussao

No plasma, o contetdo de grupamentos carbonil de proteinas aumentou nos
animais artriticos (+46%) em relacdo ao controle. Em contrapartida, houve
reducdo nos niveis de tiois (-62%), TAC-ABTS (-37%) e FRAP (-29%). O
tratamento dos animais artriticos com a-tocoferol (500mg/Kg) foi capaz de
reduzir os niveis de proteinas carbonilada para niveis semelhantes ao
controle. O a-tocoferol ndo apresentou alteragcdes nos marcadores séricos
gue justifica uma melhor capacidade antioxidante plasmatica.

Um dos principais marcadores de lesdo oxidativa no figado é o conteudo de
grupamentos carbonil de proteina e os niveis de lipoperéxidos. O contetdo
desses marcadores aumentou substancialmente na condicdo artritica,
ambos em 34% quando comparado a condigdo controle. Estes dois ensaios
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avaliam indiretamente o0 estado oxidativo ja que quantificam produtos
estaveis resultantes da lesdo tecidual por ROS. Quanto maior o contetdo de
ROS maior os niveis desses marcadores de lesdo. E de fato, os niveis de
ROS em homogenato de figado de rato artritico (+130%) é bem maior que
de animais controle. O tratamento, tanto na concentracdo de 250mg/Kg
como em 500mg/Kg néo alterou este parametro, mas foi capaz de reduzir os
niveis de grupos carbonil de proteinas assim como niveis de TBARS no
figado de animais artriticos para niveis semelhantes a condicdo controle.
Isso decorre da capacidade do a-tocoferol, presente em membranas,
proteger lipideos e proteinas do ataque por radicais livres, por acdo direta,
como também indiretamente através do aumento da atividade das enzimas
antioxidantes, como observado abaixo.

Animais artriticos apresentam menores niveis de GSH (-60%) e maiores
niveis de GSSG (+115%) quando comparado com ratos controle. Estes
parametros acarretaram reducao da razdo GSH/GSSG na condicao artritica
em relacdo ao controle. O tratamento com a-tocoferol ndo alterou os niveis
de GSH nos animais controle, mas na concentracdo de 250 mg/kg em
animais artriticos promoveu um aumento dos niveis de GSH, que nao foi
suficiente para modificar a razdo GSH/GSSG em relacdo aos animais
artriticos. Em contrapartida, o a-tocoferol ndo modificou os niveis de GSSG
em ambas condi¢cdes, controle e artritico, para os dois protocolos de
tratamento.

A atividade da CAT e SOD no figado de animais com AIA reduziu
drasticamente quando comparado ao controle. Esta reducao foi de 71% e
37% respectivamente. Este declinio no sistema de protecdo explica
parcialmente o aumento do estado oxidativo do figado de ratos com artrite
induzida por adjuvante. O a-tocoferol ndo modificou a atividade da SOD nos
animais controle, entretanto, aumentou a atividade dessa enzima na
condicdo artritica para as duas concentracdes avaliadas. Este trabalho
revela que a administracdo oral de a-tocoferol (250mg/Kg ou 500mg/Kg)
protege o figado contra o estresse oxidativo induzido pela artrite. Por outro
lado, o a-tocoferol, independente da dose administrada, ndo foi capaz de
modificar os niveis dessas moléculas altamente reativas. Este resultado
contraria varios trabalhos que afirmam que o a-tocoferol apresenta efeito
antioxidante direto sobre radicais livres, diminuindo os niveis de ROS. De
fato, acredita-se que a molécula a-tocoferol exerca acdo antioxidante néo
somente por acao direta sobre radicais livres, mas também indiretamente,
exercendo influéncia sobre cascatas de sinalizacdo. A acédo do a-tocoferol
sobre vias de sinalizacdo pode requerer um tempo maior para exercer sua
atividade, fato esse que justifica auséncia de efeito sobre o contetudo de
ROS. Adicionalmente, outro fator que pode também contribuir para este
resultado, € dose de a-tocoferol administrada aos animais. Provavelmente, a
dose utilizada ndo tenha sido suficiente para reduzir os niveis desse
marcador, embora tenha reduzido o conteudo de marcadores de leséo
tecidual.
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Conclusao

Em concluséo, os resultados do presente trabalho revelam que o a-tocoferol
modula o estado oxidativo do figado de animais artriticos reduzindo os niveis
de marcadores de lesdo oxidativa, como também elevando a atividade do
sistema antioxidante enzimatico. Desse modo, esta molécula podera ser
estudada com uma forte coadjuvante no tratamento da artrite reumatoide,
podendo contribuir para reducado da morbidade relacionada a doenca, e para
garantir maior qualidade de vida a estes pacientes
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