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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenga autoimune inflamatéria crénica que acomete
cerca de 1% da populacdo adulta, afetando predominantemente as articulacoes,
mas também 6rgaos como figado e pulmdes. A artrite induzida por adjuvante em
ratos € um modelo experimental amplamente utilizado para investigar terapias anti-
inflamatérias. O B-cariofileno, um sesquiterpeno com propriedades anti-inflamatérias
e antirreumaticas, apresenta baixa solubilidade e biodisponibilidade oral, limitacdes
que podem ser superadas pelo uso de sistemas autoemulsionantes
nanoestruturados (SNEDDS). Este estudo avaliou os efeitos do B-cariofileno livre e
veiculado em SNEDDS em ratos com artrite induzida pelo adjuvante completo de
Freund. O tratamento com B-cariofileno em SNEDDS preveniu a perda de peso,
reduziu em aproximadamente 50% o0 edema na pata contralateral, retardou o
aparecimento das lesdes secundarias e restabeleceu a quantidade de leucdcitos
articulares a valores semelhantes aos controles. J4 o B-cariofileno livre retardou
apenas o aparecimento das lesées secundéarias e reduziu o numero de leucocitos
circulantes e articulares na pata injetada, sem efeito sobre 0 peso ou edema. A
analise histolégica demonstrou reducédo de até 50% da espessura da cartilagem em
animais artriticos, revertida parcialmente apenas pelo SNEDDS na regido central,
enquanto nenhum tratamento preservou o disco epifisario. Esses achados indicam
que o B-cariofileno carreado em SNEDDS potencializa os efeitos anti-inflamatérios e
protetores do composto, reduzindo parametros clinicos da artrite e preservando
parcialmente a cartilagem articular, embora sem impacto sobre o disco epifisario.

INTRODUCAO

A artrite reumatoide € uma doenca inflamatéria autoimune crbénica que afeta
as articulagdes e atinge cerca de 1% da populagdo adulta mundial. A patologia
envolve uma intensa hiperplasia da cartilagem e membrana sinovial das pequenas
articulacdes. A artrite induzida por adjuvante completo de Freund em ratos € um
modelo experimental muito semelhante a artrite reumatoide severa e tem sido
amplamente utilizado para investigar os efeitos de drogas anti-inflamatérias e
antirreumaticas. O (-)-B-cariofileno é um sesquiterpeno que apresenta atividade anti-
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inflamatéria e é obtido por sintese assimétrica ou a partir de 6leos essenciais
(MAFFEI et al., 2020). Este composto oralmente administrado foi capaz de diminuir o
edema das patas e a hiperplasia articular de ratos com artrite induzida por
adjuvante, mas apenas em doses elevadas (400 mg/kg) (AMES-SIBIN et al., 2018).
Botdes de cravo sdo ricos em eugenol (70-90%), que é amplamente utilizado em
perfumes e aromatizantes, mas também contém uma quantidade consideravel de -
cariofileno. O eugenol é extraido do 6leo de cravo por destilagdo fracionada, que
também separa uma fragdo muito rica em B-cariofleno (NURDJANNAH &
BERMAWIE, 2012). Esta ultima é chamada B-cariofileno natural, mas outros
hidrocarbonetos também sdo encontrados em pequenas quantidades, como o a-
humuleno.

O caréter lipofilico do B-cariofileno dificulta a sua interagdo com o ambiente
aquoso gastrointestinal, o que deve diminuir a sua biodisponibilidade quando
oralmente administrado. Veiculos nanoemulsionantes sao eficazes como sistemas
para administracdo oral de compostos com baixa solubilidade aquosa (YAO et al.,
2020). Portanto, eles deveriam melhorar a atividade antirreumatica do B-cariofileno.
Desta forma, o presente estudo foi planejado para avaliar se B-cariofileno formulado
em SNEDDS, oralmente administrado, modifica as alteracdes histopatolégicas
articulares que ocorre na artrite reumatoide, utilizando como modelo experimental
ratos Wistar com artrite induzida por adjuvante completo de Freund.

MATERIAIS E METODOS

O B-cariofileno natural, da Quinari Fragrancias, teve sua composicao determinada
por GC-MS. O SNEDDS continha B-cariofileno, detergente e uma fase oleosa. Ratos
Holtzman (50 dias) foram divididos em quatro grupos: S (saudaveis/salina), AIA
(artriticos/salina), F100 (artriticos/B-cariofileno 100 mg/Kg em SNEDDS) e C100
(artriticos/B-cariofileno 100 mg/Kg néo formulado). Todos os procedimentos foram
aprovados pela CEUA-UEM (n° 2008040222).

Os animais foram tratados por 18 dias, com monitoramento de peso, volume
das patas (pletismégrafo) e escore inflamatério a cada trés dias. No 192 dia, foram
eutanasiados, e a pata posterior esquerda foi coletada, fixada, descalcificada,
incluida em parafina, cortada (6 um), corada com hematoxilina e eosina e analisada
em microscopio Motic BA400. Avaliaram-se trés cortes semi-seriados por animal,
com mensuracdes padronizadas na cartilagem articular e disco epifisario via Image
Pro Plus.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O tratamento com B-cariofileno promoveu efeitos benéficos no modelo
experimental de artrite. Considerando o carater sistémico e cronico da doencga, é
improvavel que um composto natural consiga neutralizar todos os parametros
inflamatérios; contudo, a forma carreada em SNEDDS apresentou maior eficacia.
Nesse grupo, observou-se menor perda de peso, reducao de aproximadamente 50%
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do edema na pata contralateral, retardo no aparecimento das lesées secundarias e
restabelecimento da contagem de leucécitos articulares a niveis semelhantes aos do
grupo controle (resultados nao apresentados). Por outro lado, o B-cariofileno livre
nao preveniu a perda de peso nem reduziu 0 edema, embora tenha retardado o
desenvolvimento das lesées secundarias e diminuido a quantidade de leucdcitos
circulantes e articulares da pata injetada (resultados nao apresentados).
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Figura 1: MedicGes da cartilagem articular e disco epifisario. A: Representacdo esquematica das
regides de cartilagem articular em articulagdes do joelho de ratos. A delimitagdo das areas foi
realizada com base na posi¢do da articulagdo inserida, considerando o centro como ponto de
referéncia. As linhas vermelhas indicam os eixos que definem a regido central (CENT), diferenciando-
a das regides lateral esquerda (ESQ) e lateral direita (DIR). B: Espessura da cartilagem em cm de
todas as regides. C: Espessura do disco epifisario em cm em todas as regides. A analise estatistica
foi feita em GraphPad Prism 8.0.2. p < 0,05. * representa diferengas significativas com relagdo ao
grupo AlA. # representa diferencgas significativas com relagdo ao grupo S.

A Figura 1 apresenta os resultados das analises histopatoldgicas articulares.
Esta analise confirmou alteragdes significativas na espessura da cartilagem articular.
Animais artriticos exibiram cerca de 50% de reducgéo dessa estrutura em relacdo aos
controles, principalmente nas regides central e direita. O tratamento com f-
cariofileno emulsionado promoveu recuperagao significativa da cartilagem central,
enquanto o composto livre ndo apresentou efeito protetor relevante. Em relacéo ao
disco epifisario, animais saudaveis apresentaram espessura superior em todas as
regidbes comparados aos artriticos (285% na esquerda, 178% na central e 214% na
direita), mas nenhum dos tratamentos reverteu a redugéo observada.

Esses resultados indicam que a artrite compromete de forma marcante a
cartilagem e o disco epifisario (Figura 2), sendo o ultimo mais resistente a
intervencao farmacol6gica. O p-cariofileno, quando administrado em sistema
autoemulsionante, demonstrou efeito protetor parcial, restaurando a espessura da
cartilagem em regiao especifica e atenuando parametros inflamatérios e oxidativos,
o que reforca seu potencial terapéutico superior em relacao a forma livre.
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Figura 2. Lamina histléica da artiulaéo do joelho de rato tratado com F1 00, corada com
hematoxilina e eosina (HE). Aumento de 4x. A: seta branca indicando a cartilagem hialina; B: seta
amarela indicando a regido do disco epifiséario.

CONCLUSOES

O B-cariofleno demonstrou efeito antirreumatico na artrite induzida por
adjuvante em ratos, com maior eficacia quando veiculado em SNEDDS. Esse
sistema preservou parcialmente a cartilagem. Desta forma, o B-cariofileno carreado
em SNEDDS pode ser uma alternativa para complementar o tratamento da artrite
reumatoide.
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