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Resumo

O metil-jasmonato (MeJA) é uma ciclopentanona encontrada no reino
vegetal, atuando como molécula sinalizadora associada ao estresse biotico e
abidtico. Estudos prévios descrevem que o MeJA apresenta atividade
antitumoral e anti-inflamatdria, além de reduzir o estresse oxidativo de ratos
com artrite induzida por adjuvante. Desse modo, o objetivo desse trabalho foi
avaliar o efeito do tratamento com MeJA (75-300mg/Kg) sobre a inflamagéao
e estresse oxidativo no cérebro de animais com artrite induzida por
adjuvante. Ratos Holtzman receberam o reagente de Freund para indugao
de artrite e depois de 23 dias foram eutanasiados e coletado o cérebro para
0 homogenato. Foram utilizados o homogenato total e o sobrenadante para
determinar aspectos inflamatdrios e oxidativos do cérebro de ratos artriticos
e saudaveis. O MeJA preveniu o aumento da atividade da xantina oxidase e
da mieloperoxidase, além de diminuir os niveis de nitrito + nitrato, TBARS,
proteinas carboniladas e espécies reativas de oxigénio em ratos artriticos.
Além disso, o MeJA atuou na melhora do sistema glutationa e da atividade
das enzimas antioxidantes catalase e superéxido dismutase nestes animais.
Devido a isso, pode-se concluir que o MeJA atuou na reducado da inflamacéo
e do estresse oxidativo no cérebro de ratos artriticos induzido por adjuvante.

Introducgao

Os jasmonatos sdo ciclopentanonas derivadas de &cidos graxos
amplamente distribuidos no reino vegetal, atuando como moléculas
sinalizadoras. Esses compostos apresentam semelhanca estrutural as
prostaglandinas e, devido a isso, tem-se estudado sua atividade anti-
inflamatoria (CESARI, 2014). Recentes estudos mostram que o metil-
jasmonato (MeJA) foi efetivo na diminuicdo da inflamacao articular e
sistémica de ratos com artrite induzida por adjuvante (SA-NAKANISHI,
2018). Esta doenca é sistémica e pode acometer diversos 6rgaos, como o
cérebro, figado e pulmdes. Sendo assim, o objetivo do presente projeto foi
avaliar os efeitos do MeJA sobre a inflamacdo e estresse oxidativo no
cérebro de ratos artriticos induzida por adjuvante.
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Materiais e métodos

Todos os procedimentos aqui descritos foram aprovados pelo Comité de
Etica no Uso de Animais da Universidade Estadual de Maringa (CEUA
4475171016). Para inducdo da artrite por adjuvante, ratos machos da
linhagem Holtzman (sessenta dias de idade) receberam uma inje¢cdo com
0,1 mL de adjuvante completo de Freund® (1mg/mL de Mycobacterium
tuberculosis da cepa H37Ra, inativadas pelo calor e liofilizadas). O MeJA foi
solubilizado em 6leo de milho. Os animais foram divididos em 7 grupos:
controle (sem artrite) tratado com oleo de milho (0,5 mL), controle tratado
com MeJA (300 mg/Kg), artriticos tratado com Oleo de milho (0,5 mL),
artriticos tratados com MeJA (75 mg/Kg, 150 mg/Kg e 300 mg/Kg) e artriticos
tratados com ibuprofeno (AIBU) 30 mg/Kg.

Os ratos foram previamente anestesiados com uma overdose de tiopental de
sédio (100 mg/kg) e o cérebro foi removido e homogeneizado em um
homogeneizador tipo van Potter-Elvehjem com tampédo de fosfato de
potassio (0,1 M pH 7,4). Foi separado uma aliquota do homogenato total
para quantificacdo de TBARS e glutationas e o restante foi centrifugado,
sendo o sobrenadante utilizado na quantificacdo de proteinas carboniladas,
nitrito + nitrato e para avaliar a atividade enzimatica.

Os parametros de estresse oxidativo como a quantificacdo de proteinas
carboniladas, lipoperoxidos e enzimas antioxidantes (catalase e superoxido
dismutase) e pro-oxidantes (mieloperoxidase e xantina oxidase) foram
determinados por espectrofotometria. O conteido de glutationa reduzida e
espécies reativas de oxigénio foi quantificado por espectrofluorometria. A
producdo de oxido nitrico foi quantificada indiretamente pela determinacéo
de nitrito mais nitrato por meio da reacéo de Griess e nitrato redutase.

A andlise estatistica foi realizada por meio da analise de variancia One-way
ANOVA pos-teste Newman-Keuls do Programa GrapPad Prisma verséo 8. P
<0,05 sera adotado como nivel de significancia.

Resultados e Discusséao

A atividade da mieloperoxidase (MPO) foi 2,5 vezes maior no cérebro de
ratos artriticos quando comparado com o grupo controle. As doses de MeJA
150 e 300 mg.Kg™ e ibuprofeno mantiveram a atividade da MPO em valores
préximos ao encontrado no grupo controle. Os niveis de nitrito + nitrato
foram aumentados 1,4 vezes no cérebro de ratos artriticos enquanto o
tratamento com MeJA 300 mg.Kg™’ e ibuprofeno mantiveram-se préximos
aos valores obtidos no grupo controle. No presente estudo 0s niveis de
nitrito mais nitrato e a atividade da MPO foram utilizados como marcadores
inflamatérios. Esses resultados corroboram com a observacdo de que o
MeJA reduziu os niveis de IL-6, TNFa e nitrito mais nitrato em ratos com
neuroinflamacao induzida por rotenona, um fenémeno que também indica a
regulacdo negativa da expressdo do fator NF-kB. Além disso, o MeJA
melhorou a disfungdo da memdria associada a neuroinflamacdo em ratos
(SOLOMON, 2017).
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A figura 1 apresenta os niveis de TBARS, proteinas carboniladas e espécies
reativas de oxigénio (ROS) no cérebro de ratos artriticos e controles tratados
com MeJA. Os niveis de TBARS e proteinas carboniladas foram 2,2 e 1,7
vezes aumentadas no cérebro de ratos artriticos respectivamente. O
tratamento com MeJA 300 mg.Kg™ diminuiu os niveis de TBARS e proteinas
carboniladas a valores préximos aos do grupo controle. Os niveis de
espécies reativas de oxigénio foram 1,4 vezes maior no cérebro de ratos
artriticos, enquanto o tratamento com MeJA 300 mg.Kg' manteve-os
préximos ao grupo controle. O tratamento com ibuprofeno nos animais
artriticos nao modificou nenhum dos parametros oxidativos no cérebro.
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Figura 1 : Efeitos do tratamento com MeJA no estresse oxidativ 0 no cérebro de ratos saudaveis e artriticos.
Sendo ratos tratados com MeJA 300 mg.Kg™ (C300), ratos artriticos sem tratamento (A), ratos artriticos tratados
com MeJA 75 mg.Kg™ (A75), ratos artriticos tratados com MeJA 150 mg.Kg™* (A150), ratos artriticos tratados com
MeJA 300 mg.Kg™ (A300) e ratos artriticos tratados com Ibuprofeno 30 mg.Kg™* (AIBU). Os valores representam a
média + erro padrdo de 5 animais para cada condi¢cdo experimental, e estdo expressos em mg por proteina. *p <
0,05: diferentes do grupo controle (C); #p < 0,05: diferente do grupo artritico ndo tratado (A).

Além disso, a atividade das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e
superéxido dismutase (SOD) foram diminuidas em 25% e 40%
respectivamente no cérebro de ratos artriticos. O tratamento com MeJA 150
e 300 mg.Kg-! e ibuprofeno aumentou a atividade da catalase para os
valores proximos ao grupo controle. A atividade da xantina oxidase (XO) foi
1,4 vezes maior no cérebro de ratos artriticos, enquanto o tratamento com
MeJA 300 mg.Kg-' manteve os valores préximos ao grupo controle.

Os niveis de glutationa reduzida (GSH) e razdo GSH/GSSG foram, 35% e
70% menor, respectivamente no cérebro dos animais artriticos. Os niveis de
glutationa oxidada (GSSG) ndo foram modificados nos ratos artriticos, mas
foram aumentadas com o tratamento com MeJA 75, 150 mg.Kg—l e
ibuprofeno. Tratamento de ratos artriticos com MeJA 300 mg.Kg™, diferente
do ibuprofeno, aumentaram os niveis de GSH para valores préoximos ao
grupo controle, e a razdo GSH/GSSG foi aumentada em 50%.

O efeito da diminuicdo do estresse oxidativo causado pelo MeJA deve-se
portanto, a atuacdo do composto sobre os sistemas de producdo de ROS.
Este sistema inclui enzimas normalmente estimuladas pela presenca de
mediadores inflamatérios na artrite. No presente estudo, foi analisado a
atividade da enzima xantina oxidase (XO) que, em circunstancias
especificas, € capaz de produzir perdxido de hidrogénio (H,O;), anions
superoxido e oxido nitrico (WENDT, 2015). Sua atividade, que normalmente
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estd aumentada em ratos artriticos, foi diminuida para valores proximos ao
controle no tratamento com o MeJA. A melhora do sistema de defesa
antioxidante promovida pelo MeJA, pode ser atribuida, pelo menos em parte,
sobre a reducdo da liberacdo de citocinas pro-inflamatorias. Além disso, o
MeJA aumentou os niveis de GSH e na razdo GSH/GSSG, concluindo assim
que o composto melhora as defesas antioxidantes. Em paralelo a esse
estudo, outro trabalho em nosso laboratorio mostrou que o MeJA atuou no
aumento da atividade da enzima isocitrato desidrogenase, o que poderia
resultar em um aumento da producdo de NADPH. Desse modo, a
preservacao da atividade da isocitrato desidrogenase pelo MeJA em ratos
artriticos pode contribuir na manutencéo de uma alta razdo NADPH/NADP".
Isso vai contribuir com o aumento da regeneracdo do sistema GSH e na
reducdo do estresse oxidativo pelo sistema das glutationas.

Conclusbtes

O tratamento com MeJA nas maiores concentragcbes diminuiu a quantidade
de nitrito + nitrato e a atividade das enzimas mieloperoxidase no cérebro de
ratos artriticos, o que caracteriza uma possivel atividade anti-inflamatoria.
Além disso, melhorou o sistema antioxidante no cérebro de ratos artriticos,
diminuindo os valores de TBARS, proteinas carboniladas, ROS e a atividade
da enzima pro-oxidante xantina oxidase e elevou os niveis de glutationa
reduzida e a atividade das enzimas antioxidantes catalase e superéxido
dismutase. Sendo assim, os resultados do presente estudo mostram que o
MeJA pode ser um potencial ponto de partida para o desenvolvimento de
drogas anti-inflamatorias.
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