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Resumo:

O anetol (ANT) e o estragol (EST) sdo compostos monoterpenos,
encontrados no Oleo essencial de diversas plantas aromaticas. Diversas
propriedades biolégicas e farmacologicas ja foram descritas para estes
compostos. O ANT apresenta atividades antioxidante, antibacteriana, anti-
inflamatorias, anti-hipernociceptiva e imunomoduladora. O EST apresenta
atividades sedativa, anticonvulsivante, antioxidante, antimicrobiana e anti-
inflamaté6ria. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos anti-
inflamatorios do ANT e do EST no modelo de artrite induzida por zymosan.
Especificamente, foi avaliada a migracao celular na cavidade articular e os
niveis de 6xido nitrico no fluido articular. O ANT e o EST, nas doses de 250
e 500 mg/Kg, diminuiram o nimero de leucdcitos totais e polimorfonucleares
no lavado articular. O pré-tratamento com ANT e EST (250 e 500 mg/kg)
reduziu os niveis de 6xido nitrico no fluido articular e este processo mostrou
uma forte correlacdo com o influxo celular. Em conjunto, os resultados
mostraram que estes compostos apresentam atividade anti-inflamatoria,
conforme demonstrado pela reducdo na migracao celular e producéo de
oxido nitrico.

Introducao

A artrite induzida por zymosan (AZy) € um modelo experimental muito
utilizado para avaliar o efeito anti-inflamatorio de diversos compostos devido
ao seu baixo custo operacional e reproducdo da lesdo a curto prazo
(RAMOS et al., 2001). Esse modelo apresenta parametros inflamatoérios que
sao similares aos encontrados na artrite reumatoide, tais como, aumento da
permeabilidade  vascular, um acentuado influxo de  células
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polimorfonucleares (PMN) e sinovite progressiva com hiperplasia sinovial
(ROCHA et al., 2003).

O ANT e o EST sao monoterpenos, isbmeros, encontrados no 6leo
essencial de plantas aromaticas. O ANT € um composto aromatico
amplamente utilizado na industria alimenticia e estudos tem mostrado que
este composto apresenta atividade antioxidante, antibacteriana, antifungica,
antihipernociceptiva, imunomodulatéria e anti-inflamatdria (ESTEVAO-SILVA
et al., 2013). O EST tem sido amplamente empregado na industria de
alimentos e bebidas como um condimento e como agente antimicrobiano
para a conservacdo de alimentos. O EST apresenta atividade
antiespasmaodica sedativa, anticonvulsivante, miorrelaxante, antioxidante,
imunomoduladora e anti-inflamatéria (SILVA-ALVES et al., 2013). Diante do
exposto acima, o presente estudo tem como objetivo avaliar os efeitos anti-
inflamatorios do ANT e do EST no modelo de AZy.

Materiais e métodos

A artrite foi induzida em camundongos BALB-c pela injecdo intra-
articular no joelho direito de 200 ug de zymosan. Animais controles foram
submetidos apenas a administracdo de salina na articulagdo do joelho
direito. Trinta minutos antes da injecdo de zymosan, os camundongos foram
tratados via oral com salina (veiculo), ANT ou EST nas doses de 125, 250 ou
500 mg/kg. Apés 6 horas da inducdo da artrite, os animais foram
eutanasiados e o fluido sinovial foi coletado para a determinagdo do namero
de leucocitos totais e polimorfonucleares que migraram para a cavidade
articular.

Para determinar as concentracfes de oxido nitrico (NO) no local da
inflamagéo, as articulagdes fémuro-tibiais foram coletadas e trituradas em
500 yL de PBS/EDTA, centrifugadas e os sobrenadantes foram recolhidos e
armazenados a -70°C para posterior analise. Os niveis de nitrito foram
determinados por meio da reacdo de Griess e utilizados como parametro
para avaliar a producdo de oOxido nitrico. Resumidamente, 50 ulL de
sobrenadante isentos de células foram incubados com volume igual do
reagente de Griess a temperatura ambiente durante 10 minutos. A
absorbancia foi medida num leitor de microplacas a 550nm. As
concentracbes de NO foram calculadas a partir de uma curva padréo
preparada com nitrito de sédio e os resultados foram expressos como
concentracdo de NO uM. Este projeto foi previamente aprovado pelo Comité
de Conduta Etica no Uso de Animais em Experimentacdo - CEAE, da UEM
(Parecer 6319300317).

Resultados e Discusséo
A Figura 1A mostra que o ANT nas doses de 250 e 500 mg/kg foi

capaz de inibir o influxo de leucécitos totais, no lavado articular, quando
comparado ao grupo zymosan (51,60 e 49,60%, respectivamente). Um efeito
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similar foi observado com o EST, que reduziu, de forma dose-dependente, a
migracdo de leucdcitos nas doses de 250 e 500 mg/Kg (32,64 e 53,12%,
respectivamente). A contagem diferencial mostrou que as células presentes
na cavidade articular, apos a injecdo de zymosan, eram predominantemente
leucécitos polimorfonucleares (PMN), principalmente neutréfilos (Figura 1B).
O ANT e o EST (250 e 500 mg/Kg) reduziram significativamente o namero
de células PMN que migraram para a cavidade articular.

Z

B)

1200 1000-

S

e i * P

% 1000 3 800- *

£3 800 z3

$s £3 600

3o 600 ] ‘Tc — =

-3 = = =

gz 23 4001 — —

'ég 400 3% = £

o © — —

E 2001 2 2001 = =

2 ~ — —
0 o = =

125 250 500 125 250 500

]

Salina__ 125 250 500 125 250 500
ANT (mg/kg) EST (mg/kg) ANT (mg/kg) EST (mg/kg)

Zymosan (200 pg/cavidade) Zymosan (200p/cavidade)

Figura 1. Efeitos do ANT e do EST sobre a migracao de leucoc itos 6 horas apds a
injecdo intra-articular de zymosan.  Leucocitos totais (A). Leucécitos PMN (B). Os dados
foram expressos como a média + SEM.*p < 0:05, comparado com o veiculo; #p < 0:05,
comparado com o zymosan (ANOVA seguido pelo teste de Turkey).

Estudos demonstram que na artrite, os neutréfilos contribuem para a
producdo de NO, provavelmente devido ao aumento da expressao da oxido
nitrico sintase (INOS) nestas células. Ja foi observado que a liberacdo de
NO esté associada ao pico de migracdo de neutréfilos na cavidade articular
(Bezerra et al., 2004). A Figura 2 mostra que a injecdo de zymosan na
cavidade intra-articular aumentou significativamente os niveis de NO no
liquido sinovial. Nos animais pré-tratados por via oral com ANT e EST
(Figura 2) nas doses de 250 e 500 mg/kg, os niveis de NO foram
significativamente reduzidos no liquido sinovial e este processo mostrou uma
forte correlagdo com o influxo celular
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Figura 2. Efeitos do ANT e do EST na producéo de oxido nitric 0, no fluido sinovial de
animais submetidos a AZY . Os dados foram expressos como a média £+ SEM.*p < 0:05,
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comparado com o veiculo; #p < 0:05, comparado com o zymosan (ANOVA seguido pelo
teste de Turkey).

Conclusodes

Os resultados encontrados no presente trabalho permitem concluir
qgue o ANT e o EST apresentam atividade anti-inflamatéria no modelo de
AZY. Isto pode ser demonstrado pela inibicdo no recrutamento de leucécitos
para a cavidade articular e reducdo da producdo de oxido nitrico no fluido
articular. Desta forma, estes compostos podem ser promissores
medicamentos, de origem natural, utilizados em processos inflamatoérios com
excessiva migracao de leucdcitos.
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