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SANTIAGO, Luis Angelo Macédo. A fracéo de acetato de etila de Bixa orellana e
seu composto isolado acido el&gico atenuam a progressdo da osteoartrite induzida

por mia em joelhos de ratos. 2023. 82f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) —
Universidade Federal do Maranhéo, S&o Luis, 2023.

RESUMO

A osteoartrite (OA) é uma patologia caracterizada pela erosdo progressiva da
cartilagem articular, com alteragdes estruturais e funcionais concomitantes nos tecidos
ao redor das articulacdes. Nesse contexto, plantas medicinais tornaram-se relevantes
ferramentas quanto ao seu potencial papel na prevencdo e tratamento da OA,
proporcionando uma abordagem terapéutica ou adjuvante segura e eficaz. O objetivo
deste estudo foi investigar a eficacia terapéutica da fracdo acetato de etila das folhas
de Bixa orellana (BoEA) e acido elagico (EIAc) para o tratamento terapéutico de OA
induzida por monosodium iodoacetate (MIA) em ratos. Do material vegetal,
obtivemos o extrato bruto por maceracdo com solvente hidroalcéolico 70% (BoHE),
seguido de fracionamento com solventes em ordem de polaridade crescente,
obtivemos a fracdo acetato de etila (BoEA). Foi identificado e isolado o composto
EIAc na BoEA por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-PDA) e
curva analitica. A OA induzida por MIA foi realizada no joelho direito com volume
maximo de 2 mg/25 pL na articulagdo fémur tibio-patelar, através do ligamento
patelar. Todos animais foram previamente sedados com o composto de cloridrato de
ketamina® 10% (90 mg/kg) para em seguida serem anestesiados por meio de
Cloridrato de xilazina® 2% (5 mg/kg) em regido intraperitoneal. As doses dos
compostos de BoEA e EIAc, assim como da Indometacina e sorbitol foram realizadas
via gavagem de 12/12 horas. As gavagens foram realizadas administrando-se volume
de 1 mL e ajustada de acordo com a pesagem do animal realizado antes do
procedimento. Avaliamos 0s animais através de testes clinicos e radioldgicos a cada
7 dias. No 29° dia foi realizada eutanasia por anestesia profunda em via intraperitoneal
na dosagem de 0,3 ml de Xilazina (80mL/kg) + 0,3 ml de Ketamina (10mg/kg). Todo
material bioldgico foi retirado por pun¢do da aorta totalizando 08-10 mL de sangue
em tubos contendo EDTA. Os resultados demostraram que doses dos compostos
BoEA e EIAc administradas a longo prazo foram capazes de induzir acdo anti-
inflamatoria e antinociceptiva evidenciados através dos testes clinicos e se mostraram
determinantes nesse processo inibicdo evidenciada pela diminuicdo dos niveis séricos
de TNF-a e aumento de IL-10 detectada ap6s 28 dias de tratamento. Em relacdo as
imagens radioldgicas e histopatoldgicas do presente estudo, observamos no grupo nao
tratado a presenca de ostedfitos marginais exuberantes, esclerose 6ssea subcondral,
areas de erosdo da cartilagem e luxacéo patelar medial, caso bem diferente dos animais
que foram tratados com os compostos fitoquimicos, onde apresentaram a progressao
do dano articular reduzida evidenciado com menores graus de alteragdes articulares.
Concluimos que os efeitos da BoEA e EIAc foram capazes de reduzir a dor, inibir
atividade das vias catabdlicas e consequentemente, a inflamagdo por meio de
regulacao e equilibrio reciproco de citocinas anti-inflamatorias e pro-inflamatdrias em
ratos com OA induzida por MIA, além atenuar a degeneracdo da cartilagem
evidenciadas pelas imagens radioldgicas e histologicas.

Palavras-chave: Degeneracdo articular; citocinas; anti-inflamatdrio; analgesia;
antinocicepgao.



SANTIAGO, Luis Angelo Macédo. The ethyl acetate fraction of Bixa orellana and
its isolated compound ellagic acid attenuate the progression of mia-induced
osteoarthritis in rat knees. 2023. 82f. Thesis (Doctorate in Biotechnology) — Federal
University of Maranh&o, Sdo Luis, 2023.

ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a pathology characterized by the progressive erosion of
articular cartilage, with concomitant structural and functional changes in the tissues
around the joints. In this context, medicinal plants have become relevant tools in
terms of their potential role in the prevention and treatment of OA, providing a safe
and effective therapeutic or adjuvant approach. The aim of this study was to
investigate the therapeutic efficacy of the ethyl acetate fraction of Bixa orellana
leaves (BoOEA) and ellagic acid (EIAc) for the therapeutic treatment of
monosodium iodoacetate (MIA)-induced OA in rats. From the plant material, we
obtained the crude extract by maceration with 70% hydroalcoholic solvent (BoHE),
followed by fractionation with solvents in order of increasing polarity, obtaining
the ethyl acetate (BoEA) fraction. The compound EIAc was identified and isolated
in BoEA using high performance liquid chromatography (HPLC-PDA) and
analytical curve. MIA-induced OA was performed on the right knee with a
maximum volume of 2 mg/25 uL at the tibiopatellar femur joint, through the
patellar ligament. AIll animals were previously sedated with ketamine
hydrochloride® 10% (90 mg/kg) and then anesthetized using xylazine
hydrochloride® 2% (5 mg/kg) in the intraperitoneal region. The doses of BoEA and
ElIAc compounds, as well as Indomethacin and sorbitol were performed via 12/12
hour gavage. Gavages were performed by administering a volume of 1 mL and
adjusted according to the animal's weighing performed before the procedure. We
evaluate the animals through clinical and radiological tests every 7 days. On the
29th day, euthanasia was performed by deep intraperitoneal anesthesia at a dosage
of 0.3 ml of Xylazine (80mL/kg) + 0.3 ml of Ketamine (10mg/kg). All biological
material was removed by puncture of the aorta, totaling 08-10 mL of blood in tubes
containing EDTA. The results demonstrated that doses of the compounds BoEA
and EIAc administered in the long term were capable of inducing anti-
inflammatory and antinociceptive action evidenced through clinical tests and
proved to be decisive in this process, inhibition evidenced by the decrease in serum
levels of TNF-a and increase in IL -10 detected after 28 days of treatment. In
relation to the radiological and histopathological images of the present study, we
observed in the untreated group the presence of exuberant marginal osteophytes,
subchondral bone sclerosis, areas of cartilage erosion and medial patellar
dislocation, a case very different from the animals that were treated with
phytochemical compounds, where they showed reduced progression of joint
damage evidenced with lower degrees of joint changes. We concluded that the
effects of BoEA and EIAc were able to reduce pain, inhibit the activity of catabolic
pathways and consequently, inflammation through regulation and reciprocal
balance of anti-inflammatory and pro-inflammatory cytokines in MIA-induced
OA, in addition to attenuating the cartilage degeneration evidenced by radiological
and histological images.

Keywords: Joint degeneration; cytokines; anti-inflammatory; analgesia;
antinociception.
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1. INDRODUCAO

A Osteoartrite (OA) é uma doenca crbnica, progressiva e que causa uma degeneracao
articular com perda de superficie da cartilagem articular, levando a um processo inflamatorio e
dor local, comprometendo assim integridade da articulagio (BLANEY DAVIDSON et al.,
2017). Se enquadra como uma doencga reumatica, cuja incidéncia é bastante elevada e esta entre
as mais comuns causas de dor crénica cometendo milhares de pessoas pelo mundo e gerando
um enorme impacto psicossocial, afetando ndo apenas o paciente, como também sua familia e
sua carreira profissional (OMS). Estima-se que seja uma das principais causas de incapacidade
em todo 0 mundo, responsavel por 9,6 milhGes de anos de vida com incapacidade. (SAFIRI et
al., 2017; LAIRES et al., 2018) No Brasil, segundo dados da previdéncia social, ocupa o
terceiro lugar na lista dos segurados, com 65% das causas de incapacidade. Sua fisiopatologia
é bem complexa, segundo PHILPOTT e MCDOUGALL (2020), inicia-se com um processo
articular inflamatério, caracterizado por uma resposta de defesa do organismo frente a um
agente agressor, com subsequente surgimento de osteo6fitos, cujo objetivo é promover o
mecanismo de reparo/cura. Esse processo inflamatdrio ird estimular um grupo de glicoproteinas
coletivamente chamadas de citocinas, responsaveis pela coordenacao, amplificacdo e regulacéo
da magnitude e duracdo dos eventos inflamatorios e, consequentemente, de seus efeitos, pois
sdo produzidas e liberadas, principalmente, pelas células do sistema imune (DJIBERSOU et al.,
2020; PHILPOTT e MCDOUGALL, 2020). Segundo, MARGARET et al., (2015), a dor é um
dos principais sinais da inflamacédo, sendo caracterizada por comportamentos nociceptivos e
pelo envolvimento de mediadores inflamatdrios periféricos e centrais, que sensibilizam os
neurbnios sensoriais primarios e espinais, desencadeando a ativacdo de nociceptores. No caso
da OA, esses eventos evoluem com dor tipicamente localizada na articulacdo e esta relacionada
ao movimento ou suporte de peso da(s) articulacdo(bes) afetada(s), com bastante prejuizo
funcional em modelos animais induzidos (DJIBERSOU et al., 2020). O controle no dano e dor
da cartilagem articular na OA permanece um desafio para ciéncia em relacdo a esquemas

terapéuticos conservadores e com menos custos e danos ao organismo.

As plantas medicinais sdo importantes instrumentos da assisténcia farmacéutica, e
expressam sua necessidade através de acGes normativas do Governo Federal. (NASCIMENTO
et al., 2016). O uso sustentavel da biodiversidade, através de compostos naturais, ocasionou a
adocdo de vérias medidas e a preservagdo do conhecimento tradicional, assim como o incentivo
a pesquisa e desenvolvimento tecnologico na area (NASCIMENTO et al., 2016). No Brasil,
esses compostos naturais faturam um quarto (25%) da industria farmacéutica (GUERRA et al.,
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2001). Embora 0 nosso pais possua a maior diversidade vegetal do mundo, com cerca de 60.000
espeécies vegetais superiores catalogadas (PRANCE, 1977), apenas 8% foram estudadas para
pesquisas de compostos bioativos e 1.100 espécies foram avaliadas em suas propriedades
medicinais (GUERRA et al. 2001). As potencialidades de uso das plantas medicinais
encontram-se longe de estar esgotada, afirmacdo defendida pelos novos paradigmas de
desenvolvimento social e econdmico baseados nos recursos renovaveis. Entre essas plantas
medicinais, estd o urucum (Bixa orellana) sendo uma espécie da Amazbnia brasileira, da
familia do Bixaceae. E uma arvore que cresce de 3 a 5 m de altura, com uma copa de arvore
desenvolvida. A folha é simples, medindo 8 a 15 cm de comprimento (LORENZI e MATOS,
2002). O Brasil € um dos maiores produtores de graos de urucum no mundo. 70 % sdo usados
na culinaria como corante natural ou como corante alimentar, e 10 % para a exportacdo. Além
de ser um aditivo alimentar, urucum é usado na medicina popular contra doencgas coronarias,
gastrointestinas, queimaduras, infec¢des respiratdrias e também como anti-térmico e problemas
renais (LORENZI e MATOS, 2002). A espécie, segundo SILVA; BIZERRA e FERNANDES
(2018), possui vérios constituintes quimicos secundéarios, podendo destacar os fendlicos,
flavandides e alcal6ides com vasta propriedade terapéutica. Apesar da Bixa orellana ter vérias
propriedades fitoquimicas, se faz necessario novos estudos que a relacionem com a resposta
inflamatdria articular e dor nociceptiva em modelos experimentais em animais, como o descrito
por YONG et al. (2013) que analisou a atividade anti-inflamatéria do fracdo acetato de etila
(BoEA) de Bixa orellana em modelo de edema de pata induzido por serotonina em ratos. Na
ocasido, os pesquisadores confirmaram que as concentracdes de 50 e 150 mg/kg de BoEA
apresentaram atividade anti-inflamatoria, adicinonalmente, a fracdo de BoOEA reduziu a
permeabilidade vascular induzida pela serotonina (YONG et al., 2013).

Na busca de novas alternativas terapéuticas, varios modelos de inducéo articular com
similaridades da patologia em humanos surgiram, entre eles, o0 Monoiodoacetado de Sédio
(MIA), um reagente modificante de residuos de cisteina das proteinas, que quando administrado
na articulacdo de animais, ocasiona a modificacdo nas concentracfes de proteoglicanas da
cartilagem articular, por levar a uma interrupcdo na glicolise e assim uma quebra no
metabolismo dos condrocitos, tendo como consequéncia a degradacao da articulacdo levando a
inflamacéo e subsequente dor articular. (SILVA, BIZERRA e FERNANDES, 2018; FREIRE,
2017).

Devido a necessidade de encontrar novos compostos farmacoldgicos ativos, o presente

estudo teve como objetivo investigar a atividade anti-inflamatdrio e antinociceptivo da fracdo
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BOEA e seu composto isolado EIAc em ratos com OA induzidos por MIA, através de testes

clinicos, histopatoldgicos, radioldgicas e avaliacdo de citocinas.



16

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Osteoartrite: Breve historico e Defini¢éo

O termo “artrose” (do grego “arthros” = articulagdo e “ose” = designa uma doenca nédo
inflamatoria) foi muito utilizado para definir a patologia como uma doenga articular
degenerativa (BLANEY, VAN e VAN, 2016). Essa nomenclatura foi sendo revista e a literatura
cientifica, juntamente com o avango nos estudos e evidéncias cientificas voltados a biologia
molecular, caracterizaram o termo Osteoartrite (OA), referindo-se ao desequilibrio entre a
formagéo e a degradacdo dos componentes da matriz cartilaginosa, com bastante aumento na
producdo de citocinas pro-inflamatdrias que atuam diretamente sob os condrdcitos e
influenciam no mecanismo fisiopatologico, inflamacéo e dor da doenca (BLANEY, VAN e
VAN, 2016; DJIBERSOU et al., 2020; MCDOUGALL, 2020). Com a necessidade de definir
adequadamente a OA, em 2008, na Osteoarthritis Research Society International (OARSI) e
Food and Drug Administration (FDA), pesquisadores/membros, discutiram sobre prevencao,
diagndstico e tratamento da OA e houve um consenso de que a OA € uma doenca usualmente
progressiva das articulagdes sinoviais, com grande insuficiéncia na reparacdo das lesdes

articulares, sendo o tecido cartilaginoso, o mais afetado (DJIBERSOU et al., 2020).

Sendo assim, nos dias atuais, a OA é definida como uma doenca cronica, progressiva e
gue causa um processo degenerativo na articulacdo com perda de superficie da cartilagem
articular, levando a um processo inflamatério e dor local, comprometendo assim, a integridade
da articulacdo (BLANEY DAVIDSON et al., 2017; DJIBERSOU et al., 2020). As alteracoes
podem ser estruturais e/ou funcionais, atingindo ndo somente os componentes articulares, mas
a sindvia e o liquido sinovial, como também os tecidos adjacentes incluindo tenddes,
ligamentos, meniscos, capsula articular e osso subcondral (PHILPOTT e MCDOUGALL,
2020). Até o momento, a OA ndo tem cura e o tratamento € voltado na reducdo da dor,
restabelecimento da funcgéo articular, melhora da qualidade de vida e minimizar os efeitos
danosos da patologia, assim como os efeitos colaterais de medicamentos e terapias (BURSTON
et al., 2016). O processo degenerativo acompanhado de inflamagdo e dor, culmina em
limitagdes funcionais, impactando o individuo, significativamente, em suas Atividades de Vida
Diaria (AVD’S), relacionadas ao autocuidado e a manutenc¢do do corpo, como, por exemplo,

tomar banho, trocar de roupa, dentre outras. (KIM et al, 2020)

2.2 Fisiopatologia, inflamacéao e dor da OA
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A fisiopatologia da OA se inicia com a degradacdo progressiva da cartilagem articular,
espessamento 6sseo subcondral e formacdo de osteofitos, sendo que esses eventos irdo gerar
um processo articular inflamatdrio, com dano tecidual prolongado e subsequente dor crénica
(PHILPOTT e MCDOUGALL, 2020).

O marco principal de degradagdo da cartilagem na OA é o processo inflamatério, que
ird estimular um grupo de glicoproteinas coletivamente chamadas de citocinas, responsaveis
pela coordenacdo, amplificacéo e regulacdo da magnitude e duracdo dos eventos inflamatorios
e, consequentemente, de seus efeitos (DJIBERSOU et al., 2020). Essas citocinas sdo produzidas
e liberadas, principalmente pelas células do sistema imune, entre elas, citocinas pro-
inflamatorias, como, Fator de Necrose Tumoral -Alpha (TNF-a), Interleucina-1 B (IL-1B) e
Interleucina-6 (IL-6), sendo expressadas ectopicamente em condrocitos, macréfagos sinoviais
e fibroblastos levando a estimulos catabolicos e ativacao e sinalizacao de fatores de transcrigcdo
celular como, TGFb-quinase 1 - TAKL1 e Factor Nuclear Kappa B (NF-kB), responsaveis por
respostas inflamatdrias e imunes, desempenhando um papel importante na patogénese da AO
(MARGARET et al., 2015). DENG et al. (2018) detalham os eventos como via de ativagdo do
TAK1 e NF-kB, estimulada por mitose, ira recrutar as proteinas quinases inflamatorias, ou seja,
mediadores inflamatorios classicos, entre eles, citocinas pré- inflamatoria, como Interleucina-
1 (IL1), Fator de Necrose Tumoral Alpha (TNF-a) ¢ Receptores Toll-Like (TLRS), com isso,
essas citocinas estimulam a liberagdo de colagenase e proteases, ambas enzimas catalisadoras,
que irdo degradar as proteoglicanas pelo condrdcito, sendo 0 marco do processo degenerativo
e inflamatdrio na articulacdo (DENG et al., 2018; VICENTE, 2019).

A degradagdo da cartilagem ativada pelas vias TAK1 e NF-xB, irdo sintetizar
constantemente, citocinas pré-inflamatorias, com subsequente dor crénica decorrente do dano
tecidual prolongado, devido a hipersensibilizacdo das vias nociceptivas periférica e central
(VICENTE, 2019).

2.3 Etiologia e Epidemiologia da OA

Toda articulacéo sinovial pode ser susceptivel a OA, porém, as articulagdes submetidas a
situagcbes de sobrecarga mecénica e impactos repetitivos nos tornozelos, quadris e joelhos
apresentam maior prevaléncia na ocorréncia da patologia, onde, em sua etiologia, 0s principais
fatores de risco sdo: género, idade, trauma, uso excessivo da articulacao, genética e obesidade,
contudo, também pode ser classificada em priméaria e secundaria (MARTINS, 2017;
CARVALHO, COSTA e SILVA, 2018). A priméria é de ordem desconhecida a lesdo, nesse
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caso, abrange o fator hereditario, o envelhecimento e a sobrecarga nas articulacées, propiciando
eventos degenerativos a articulacdo (BONETTI, SOUZA e RESMINI, 2020). J& na secundaria,
sdo considerados varios fatores, como os traumaticos, infec¢des articulares, necrose avascular,
doencas inflamatdrias, doencas metabdlicas e doengas hemorragicas (BONETTI, SOUZA, e
RESMINI, 2020; COSTA, et al., 2021).

A articulacdo sinovial é susceptivel a OA, entretanto, articulagdes submetidas a situacdes
de sobrecarga e imposicdo de impacto como tornozelos, quadris e joelhos apresentam maior
prevaléncia na ocorréncia da patologia. Sua causa € multifatorial e ndo estd totalmente
elucidada, porém, sabe-se que fatores locais como sobrecarga ou condigdes biomecanicas que
alteram a distribuicdo de forcas sob a superficie articular como deformidade por traumas
repetitivos na articulacdo, sarcopenia e desnutricdo, afetam os vetores de forcas aplicadas a
articulacdo gerando processo de desgaste (SILVA, 2017; CARVALHO, COSTA & SILVA,
2018; COSTA, et al. (2021). As principais estruturas articulares a serem acometidas s&o,
joelhos, quadris, mdos e coluna vertebral, causando disfuncGes articulares (COSTA, et al.,
2021). Tais disfungdes possuem como caracteristica a prevaléncia pela populacéo adulta, a qual
sofre em reflexo das limitacGes funcionais acometidas e na qualidade de vida (MARTINS,
2017).

O periodo mais comum de inicio do desenvolvimento da afeccdo é entre 50 e 60 anos,
com um aumento exponencial de sintomas em individuos acima de 50 anos entre 44% e 70%
de idade, ja na faixa etéaria acima de 75 anos, esse nimero eleva-se a 85% (BONETTI, SOUZA,
e RESMINI, 2020; COSTA, et al, 2021)

Segundo, MARTINS, CARRILHO, ALVES, CASTILHO e CERRI (2016) e
WIDDIFIELD et al. (2017); CARVALHO, COSTA, e SILVA (2018) em relacdo ao sexo, ha
uma maior prevaléncia pelo sexo feminino (92,31%) se comparadas a pacientes do sexo
masculino (7,61%). Por se tratar de uma doenca reumatica, progressiva e com dor crénica, gera
um impacto psicossocial enorme, afetando ndo apenas o paciente, como também sua familia e
sua carreira profissional (SALMON, et al., 2016; LAIRES et al., 2018). Estima-se que sejauma
das principais causas de incapacidade em todo o mundo, responsavel por 9,6 milhdes de anos
de vida com incapacidade. (SAFIRI et al., 2017; LAIRES et al., 2018)

No Brasil, segunda dados do Institututo Nacional do Seguro Nacional (INSS), ocupa o
terceiro lugar na lista dos segurados, com 65% das causas de incapacidade e representa 7,5%

de todos os afastamentos de trabalho, ocupando o terceiro lugar entre as causas de pagamento
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de seguros da Previdéncia Social. Em relacdo ao ranking de aposentadoria, segundo dados da
previdéncia social no Brasil, é a quarta com 6,2% a determinar as aposentadorias e a segunda
doenca entre as que justificam auxilio inicial e auxilio-doenca. Além disso, representa uma das
principais causas de incapacidade e morbidade em pessoas com 45 anos de idade (LAIRES et
al., 2018).

2.4 Farmacoterapia

A OA ¢é uma doenga gue leva sofrimento e dor ao individuo, requer cuidados e orientacao
médica (BURSTON et al., 2016). Como a patologia abrange décadas da vida de um paciente,
é provavel que os pacientes com OA sejam tratados com vérias intervencdes ndo farmacéuticas
e farmacéuticas, muitas vezes em combinacdo (Diretrizes da American College of
Rheumatology/Arthritis Foundation, 2019). Seguindo as orientacdes das DIRETRIZES (2019),
recomenda-se que a conduta inicial no tratamento de individuos com OA seja realizado com
medidas ndo farmacol6gicas que véao de intervengdes educacionais, comportamentais,
psicossociais e fisicas. Em relacdo as terapias farmacoldgicas atuais da OA, ndo cabe aqui
descrever todas as classes de medicamentos especificamente, pois had uma vasta gama e critérios
de conduta, sendo uma decisdo feita por um médico especialista, porém, sdo focadas na
diminuicdo da dor, na melhora da funcdo com analgésicos, anti-inflamatérios ndo Hormonais
(AINH) de uso oral e topico, intra-articular e até mesmo artroscopia. Para 0s analgésicos
chamados opidides fracos, recomenda-se 0 uso em associa¢do com praticar atividades fisicas
(Diretrizes da American College of Rheumatology/Arthritis Foundation, 2019). AINHSs orais
continuam sendo a escolha padrdo no tratamento farmacoldgico da OA, e seu uso é fortemente
recomendado, sendo sua eficacia bastante comprovada a curto prazo, porém, as Diretrizes ndo
tém abordado os méritos relativos de diferentes AINHSs, ha evidéncias sugerindo que certos
agentes podem ter perfis de efeitos colaterais mais favoraveis do que outros (Diretrizes da

American College of Rheumatology/Arthritis Foundation, 2019).

Com relacdo as intervencges intra-articulares, as infiltracdes sdo em situagdes especificas
e 0 médico reumatologista podera optar em realizar o uso de corticoides (CARVALHO,
COSTA e SILVA, 2018). O efeito € imediato, mas busca-se reduzir a inflamacéo intensa, para
permitir adesdo a tratamento de mais longo prazo (CARVALHO, COSTA e SILVA, 2018).
Outra conduta realizada é a viscossuplementacdo, onde o médico ird infiltrar uma substancia
derivada ou parecida com o &cido hialurébnico com o objetivo de reduzir bastante a dor em ate
60% dos pacientes (CARVALHO, COSTA e SILVA, 2018; Diretrizes da American College of

Rheumatology/Arthritis Foundation, 2019). Esse &cido hialurdnico é um dos componentes do
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liquido sinovial, liquido existente nas articulacBes, porém, isso ndo causara restauracdo da
cartilagem (Diretrizes da American College of Rheumatology/Arthritis Foundation, 2019). As
diretrizes seguem relatando que o tratamento é duradouro, entre seis meses a um ano, desta
forma, a conduta é preconizar o monitoramento regular para que se evite o desenvolvimento de
potenciais efeitos adversos gastrointestinais, cardiovasculares e renais e potenciais interaces
medicamentosas (Diretrizes da American College of Rheumatology/Arthritis Foundation,
2019).

2.5 Uso de plantas medicinais

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece que as plantas medicinais sao
importantes instrumentos da assisténcia farmacéutica e que seus compostos ativos sdo usados
como agentes terapéuticos, sendo assim, expressando uma necessidade através de acdes
normativas do Governo Federal (BELEZA, 2016). O uso sustentavel da biodiversidade,
ocasionou a adocao de varias medidas e a preservagdo do conhecimento tradicional, assim como
0 incentivo a pesquisa e desenvolvimento tecnoldgico na area (Politica e Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos/Ministério da Salde, 2016). No Brasil, estima-se que
aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente disponiveis foram desenvolvidos direta
ou indiretamente a partir de fontes naturais, e a utilizagéo dessas fontes naturais tem um papel
importante nos cuidados primarios de salde, principalmente nas comunidades de dificil acesso
a medicamentos. A criacdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) vem para reforcar o uso racional e seguro da fitoterapia no Brasil, que busca objetivar
a ampliacdo das opcOes terapéuticas e melhorias da atencdo a saude aos usuérios do SUS
(Politica e Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos/Ministério da Saude,
2016).

2.5.1 Urucum (Bixa orellana)

Entre as diversas fontes naturais de plantas medicinais, estd o urucum (Bixa orellana)
sendo uma espécie da Amazonia brasileira, da familia do Bixaceae (FREIRE, 2017). Uma
planta de espécie vegetal arbustiva, rastica e conhecida como urucuzeiro, que teve origem na
América Tropical, possui um ciclo de vida longo, ou seja, € uma planta perene (SILVA, 2019).
E uma arvore que cresce de 3 a5 m de altura, com uma copa de arvore desenvolvida. A folha é

simples, medindo 8 a 15 cm de comprimento (FREIRE, 2017) (Figura 1).
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Figura 1- Urucum

Y

Fonte: Disponivel na internet.

Segundo, FREIRE (2017), sua classificacdo botanica é: Subdivisdo: Angiosperma;
Classe: Dicotiledoneae; Ordem: Parietales; Sub-ordem: Cistianeae; Familia: Bixaceae; Género:
Bixa; Espécies: Bixa orellana (tipo mais cultivado), Bixa arbdrea, Bixa Americana, Bixa
urucurana, Bixa pupurea, Bixa upatensis, Bixa tinetoria, Bixa oviedi. Com relacdo a sua
nomenclatura existe uma variedade de denominacdes, entre eles urucu, em tupi “uru-ku”, cujo
significado é vermelho, rocou e rocoyer (Republica Dominicana e Guiana francesa), rocuyer
(Franca), uruku (Paraguai), atole (Peru), achiote (Colémbia), bija (Cuba), achiote, bija, onoto
(Venezuela), e ainda changuarica, pumacua, K ‘uzub, s&o 0s nomes dados no México (FREIRE,
2017). No Brasil é popularmente chamado de urucum e agafrdo, sendo um dos maiores
produtores de grdos de urucum no mundo (CAIMARI et al., 2015). Em relacédo a essa producéo,
70% séo usados na culinéria como corante natural ou como corante alimentar e 10% para a
exportacdo (CAIMARI et al., 2015). Além de ser um aditivo alimentar, urucum é usado na
medicina popular contra doencas coronarias, estbmago e intestinos afetos, queimaduras,
infecces respiratdrias e também como anti-termico e problemas renais (CAIMARI et al.,
2015).

De acordo com SILVA (2019), o urucum (Bixa orellana), possui, em sua composi¢ao
nutricional, cerca de 40 a 45% de celulose, com um teor de 17,5% de lipideos distribuidos na
forma de acido linolénico, alfa linoléico e oleico, sua proteina é composta por 13% a 16% e
10,6 % de aminoacidos, suas cinzas estdo em torno de 5,4% contendo alto contetido de fésforo,
ferro e zinco, ja o teor de seus agUcares sao de 3,5 a 5,5%, sua quantidade de pigmentacdo é de
1,0 a 4,5%. Possui cerca de 3% de 0leo fixo e de 0,3 a 0,9% de 6leo essencial (SILVA, 2019).
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A semente também contém bixina e norbixina, apresenta também outros carotenos em menores
quantidades, sédo eles, isobixina, beta caroteno, criptoxantina, luteina, zeaxantina e a orellina
(SILVA, 2019).

A Bixa orellana vem sendo utilizado de diversas formas, principalmente na culinaria para
realgar a cor dos alimentos e nos dias de hoje continua sendo utilizado pelos indigenas para a
pintura do corpo, para proteger contra insetos e aplicagdo medicinal (SOMACAL et al., 2015).
Em relacdo a aplicacdo medicinal, a Bixa orellana vem sendo muito bem esplanada e estudada,
pelo fato de apresentar varias funcdes bioldgicas com efeito anti-inflamatoério em feridas, cura
de bronquites e queimaduras, efeito laxativo, expectorante, antibiético, além de cardioténico e
hipotensores (SOMACAL et al., 2015; SILVA, 2019).

Existe uma expectativa muito promissora para o Brasil se destacar no cenario mundial
como maior exportador de urucum devido sua produgdo em grande escala, sendo os estados do
Acre, Amazonas, Pard, Bahia, Ceara, Paraiba, Maranhdo e Piaui coo maiores produtores
(SOMACAL et al., 2015; SILVA, 2019). Atualmente, outros estados, como Rio de Janeiro e
Sédo Paulo tém se dedicado no cultivo deste vegetal (SILVA, 2019). Apesar de ser amplamente
estudada, as pesquisas véem crescendo, particularmente, referentes aos seus compostos
fitoquimicos, ou seja, conhecer seus constituintes quimicos e avaliar a presenca de inimeras
metabolicos em sua composicdo para formulacdo para propriedades terapéuticas (SILVA,
2019).

A Bixa orellana possui varios constituintes quimicos, podendo destacar os alcaldides e
flavanoides (GARCIA et al.,2011; MEDINA-FLORES et al.,2016). Em suas folhas estdo
presentes também varios compostos secundarios, entre eles esta o Acido Elagico, (estrutura do
nacleo central do &cido eldgico identificado na figura 2), um dos compostos ativos com
potencial atividade farmacologica (MEDINA-FLORES et al., 2016)

Figura 2 - Estrutura basica do Composto Isoloda da Bixa Orellana (Acido Elagico)

Fonte: MORAES-NETO et al., 2022
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Até onde se sabe, estudos voltados para Bixa Orellana e efeitos anti-inflamtérios e
antinocioceptivos em articulacdes sdo promissores e veem crescendo exponencialmente, sendo
assim, nosso estudo € de ampla relevancia, pois teve como objetivo investigar o potencial efeito
anti-inflamatorio e antinocioceptivo da fracdo acetato de etila (BOEA) e &cido elagico (EIAC)
das folhas de Bixa orellana em modelo experimental de OA induzida por MIA, com um intuito
de desenvolver um fitoterapico de baixo custo, boa eficacia, e sem causar danos ao organismo

de pacientes acometidos pela OA.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Coleta e Processamento de Espécies Vegetais

As folhas de Bixa orellana foram coletados nas coordenadas 2258’08 S, 44°21°98” W —
Localizador: 689QCQ9J+M2 (Junho e Julho de 2021) e identificado no herbario Atico Seabra
da Universidade Federal do Maranhdo (Séo Luis, Brasil, comprovante de espécime 1147,
SISGen AABEBEY). As folhas passaram pelo processo de secagem a 40°C em estufa com
circulacdo de ar e depois pulverizadas em moinho elétrico para obtencdo do p6. Em seguida,
688 g do material vegetal foi submetido ao processo de extracdo por maceragdo, usando o
solvente extrator etanol PA (99%) e agua (70:30 v/v), sob agitagcdo constante por um periodo
de 24h. Apds a extragdo, o material foi rotoevaporado a 40° C, em seguida liofilizado e obtido
0 extrato bruto hidroetanélico (BoHE). Foi obtido 146,1 g do extrato bruto e em seguida
ressuspensos em metanol-agua na propor¢do 7:3, a mistura obtida foi filtrada. Em seguida o
filtrado metanol-agua resultante foi colocado em funil de separacdo, onde foi Particionado com
Acetato de Etila (PAC) e o material foi novamente levado para rotoevaporador a 40° C, sendo

obtida a fracdo acetato de etila (BoEA).
3.2 Andlise para quantificacdo de &cido elagico na fracéo acetato de etila

A fim de otimizar as condi¢cdes cromatograficas para a quantificacdo do acido elagico
(EIAc) presente na fracdo, a BoEA foi submetida a andlise usando o metodo de deteccéo de
matriz de fotodiodos por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-PDA), A = 254 nm,
(Shimadzu, Kyoto, Japan). O acido elagico na fracdo BoEA foi quantificado por comparacéo

ao composto padréo acido elagico (Sigma-Aldrich; San Luis, MO, USA).

A preparacdo da amostra consistiu de uma etapa de clean up por extracdo em fase sélida,
utilizando-se um cartucho Phenomenex Strata C18 (500 mg/6 mL), previamente ativado com 5
mL de metanol e equilibrado com 5 mL de metanol:agua (95:5, v/v). Uma solucdo de 2 mL da
fracéo acetato de etila em metanol:agua (95:5, v/v), em concentragdo de 5 mg/mL™2, foi eluida
com a mesma fase madvel utilizada para equilibrio do cartucho e coletada em baldo volumétrico
de 5 mL, tendo seu volume completado ao final da eluig&o. Ao final, a solucdo foi filtrada em
um filtro Millex com tamanho de poro de 0,22 um. Aliquotas de 10 pL desta solugéo foram
injetadas no HPLC. Varias condi¢Ges foram avaliadas para que se obtivesse a melhor separacéao

dos picos majoritarios (Figura 3).
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Figura 3 - Curva analitica obtida pelo método de calibragdo externa a partir de injecdes em triplicata de
solugdo padrdo Acido Elagico.

3.3 Animais e aspectos éticos

Foram ultilizados 25 ratos Wistar fémeas (Rattus Norvegicus), com 8 semanas de idade,
pesando 250-300 g, obtidos do Biotério Central da UFMA (Biotério Central). Ao longo de todo
periodo experimental, os ratos foram alimentados com racdo padréo e dgua ad libitum e foram
mantidos sob condi¢des controladas de temperatura (23 + 1°C), umidade (40-60%) e doze horas
ciclo claro-escuro. Todos os protocolos de avaliacdo experimental foram aprovados e
autorizados pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do
Maranhdo (UFMA), sob o protocolo de aprovacdo 23115.031386/2019-28. Os experimentos
foram conduzidos de acordo com as Diretrizes do Colégio Brasileiro de Experimentacédo

Animal (COBEA) para 0 Uso de Animais em Pesquisa.
3.4 Indugéo de OA por MIA

Para a realizacdo das inducbes da OA, os animais foram previamente sedados com o
composto de cloridrato de ketamina® 10% (90 mg/kg) para em seguida serem anestesiados por
meio de Cloridrato de xilazina® 2% (5 mg/kg) em regio intraperitoneal. Apos confirmagéo do
prodedimento anestésico, com o joelho flexionado em um angulo de 90° foi aplicado uma
solugdo tdpica de iodopovidona a 10% para assepsia local e induzido a OA com Unica
administragdo intra-articular de MIA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) no joelho direito

com volume méximo de 2 mg/25 uL na articulagdo fémur tibio-patelar, através do ligamento
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patelar (SILVA; ANDERSEN E TUFIK, 2008).
3.5 Desenho experimental

No dia 0 (Zero) foi induzido a OA por MIA, em uma Unica injecdo intra-articular de 2
mg/kg (n=25). Em seguida, os animais foram divididos aleatoriamente em sete grupos
experimentais e apos 4 dias de inducdo, os grupos iniciaram os tratamentos via gavagem de
12/12 horas, individualmente para cada animal. Para efetivar o procedimento utilizou-se uma
agulha de aco inox, com canula de 1,2 milimetros (mm) de diametro, esfera de 2,3mm, raio de
40mm e 54mm de comprimento, propria para gavagem em ratos. A esta agulha foi acoplada
uma seringa de 10 mililitros (mL). A gavagem foi realizada administrando-se 1 mL de sorbitol,
indometacina ou fragdes dependendo de cada grupo experimental. O valor do volume era
definido de acordo com a pesagem do animal realizado antes do procedimento. O Grupo Clean:
Sem inducéo e sem tratamento (n=3); Grupo CTL - com OA e tratado com sorbitol 10%
(n=3); Grupo Sham: Sem OA e sem tratamento (n=3); Grupo CTL +: com OA e tratado com
indometacina na dose de 2,5 mg/kg/dia (n=4); Grupos BoEA: com OA e tratados nas doses
de 50 mg/kg/dia(n=4) e 100 mg/kg/dia (n=4) e Grupo EIAc: com OA e tratado na dose de 50
mg/kg/dia (n=4). Nos dias, 4, 7, 14, 21 e 28 ap6s a inducéo, foram realizadas as anlises clinicas
relacionadas aos parametros de atividade motora, alodinia mecénica, incapacidade articular. No
29° dia, foi realizada eutanasia por anestesia profunda em via intraperitoneal na dosagem de
0,3 ml de Xilazina (80mL/kg) + 0,3 ml de Ketamina (10mg/kg). Todo material bioldgico foi
retirado por puncéo da aorta. Foram coletados aproximadamente 08-10 mL de sangue em tubos
contendo EDTA e, em seguida, centrifugadas a 500 xg durante 10 minutos. O soro foi

aliquotado e congelado em freezer — 80°C para analise posteriores de citocinas (Figura 4).
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Figura 4. Desenho experimental

3.6 Determinacéao das concentragdes soroldgicas de IL-10 e TNF-a por ELISA

O método de ELISA (ensaio imunoenzimatico) é um ensaio imunoenzimatico, por
principio de interagdo antigeno-anticorpo. A técnica foi realizada para quantificar a
concentra¢do das citocinas Interleucina-10 (IL-10) e TNF-a do material biologico. Desse
material, foram coletados aproximadamente 08-10 mL de sangue em tubos contendo EDTA e,
em seguida, centrifugadas a 500 xg durante 10 minutos. O soro foi aliquotado e congelado em
freezer — 80°C. Para analise das citocinas, o material biolégico foram coletados o soro
sanguineo dos tubos secos com gel separador e armazenados em criotubos em utrafreezer
a -80°C. As amostras séricas dos grupos foram analisadas quantitativamente por ensaio
imunoenzimatico sanduiche para citocinas TNF-a ¢ 1L-10, seguindo as instrucdes técnicas dos

Kits e equipamentos de dosagem de citocinas de acordo com o manual de instrucéo do fabricante
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(R&D Systems®-Minneapolis, MN, EUA). Esse método foi utilizado usando anticorpos
monoclonais (MADbs). Apds esse procedimento, os anticorpos foram marcados adicionando
uma enzima através de rea¢fes cromogénicas. Para a quantificacdo dos volumes de IL-10 e
TNF-o foram realizados por calorimetria medindo a absorvancia proporcional a concentragao
de cada citocina estudada. Uma curva de calibracdo foi tracada e as concentracGes das citocinas
foram determinadas por interpolacdo a partir da curva de calibragem.Todas as concentracfes
de IL-10 e TNF-a foram determinadas pelo método de enzimaimunoensaio utilizando o
aparelho de leitura de microplacas com sistema de 8 canais de dpticos fotométricos para
medicdo da densidade oOptica de luz vertical do modelo TP Reader Basic (THERMOPLATE
®).

3.7 Testes Clinicos
3.7.1 Avaliagéo da atividade motora - deambulacgéo forcada (RotaRod Test)

Os animais foram colocados em um Rotarod (IITC Life Science, CA, USA), um dispositivo
semelhante a um rotor, girando a uma velocidade de 4 a 40 rpm por um periodo de 300 s. Foram
realizados dois testes basicos de treinamento seguidos de duas avalia¢cdes gravadas. Apds a
inducdo, foram realizadas trés avaliacdes e registrada a laténcia média. Os animais tiveram um
periodo de descanso de 15 min entre as avaliagdes. Os dados sdo expressos como valores de
caminhada e foram codificados por um unico visualizador. A avaliagdo foi realizada através de
analise observacional relacionando a uma escala numérica que variade 1 a 5, onde, 1 = uso de
membro normal; 2 = mancando leve; 3 = mancando grave; 4 = desuso intermitente de membro
afetado; 5 = desuso completo de membro (TONUSSI e FERREIRA, 1992).

3.7.2 Avaliacéo da alodinia mecanica (Von Frey's test)

A avaliacdo foi realizada com um analgesimetro digital (Modelo Insight, Sdo Paulo,
Brasil), composto por um transdutor de pressdo conectado a um medidor de poténcia digital
com medidas expressas em gramas (g). A precisdo do dispositivo foi de 0,1 g. O dispositivo
foi calibrado para registrar uma for¢a maxima de 150 g e utilizamos os filamentos de 4 g, 10 g
e 300 g mantendo uma precisao de 0,1 g com forca de até 300 g. O transdutor de pressao foi
conectado a perna do animal por meio de uma ponteira de polipropileno descartavel de 0,5 mm
de diametro adaptada para esse fim (CHAPLAN, 1994). O teste foi realizado dez vezes

consecutivas em intervalos de dois minutos até que fossem feitas trés leituras semelhantes.
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3.7.3 Avaliacdo da incapacitacao articular (Weight-Bearing test)

A distribuicdo de peso atraves do joelho direito e esquerdo foi avaliada usando um
Incapacitance Meter® (IITC Life Science Inc., Woodland Hills, CA, EUA) para medir a
distribuicdo de WB nos dois membros pélvico. A forca exercida por cada membro posterior foi
medida e analisada em gramas, mas relatada em porcentagem do peso corporal total (%BW)
para normalizar os dados. Os ratos foram deixados a aclimatar-se ao aparelho de teste e quando
estacionarios, as leituras foram feitas durante um periodo de 3 s. Triplicatas foram tiradas

simultaneamente para cada membro em cada ponto de tempo (SERVIN et al. 2020).

Para avaliar o uso do membro afetado, os animais foram colocados em uma camara de
vidro angulada com cada pata traseira apoiada em diferentes plataformas. O peso exercido em
cada perna traseira foi medido em gramas por cinco segundos e a medicao final foi uma média

de trés. As mudancas na distribuicdo de peso foram calculadas usando a seguinte férmula:

Distribuigéo de peso (%) = APW/(APW + CPW) x 100 (1)

Onde APW representa 0 peso da pata afetada e CPW representa o peso da pata
contralateral.

3.8 Andlise Radioldgica

As imagens radiologicas foram realizadas em dois planos, antero-posterior e latero-
lateral, em aparelho de Raio-X Digital Portatil com sensor de captura de imagem (Diox®). As
imagens foram analisadas por um profissional, médico veterinario, especialista em imagens
animais. Apos as analises de todos os animais obteve-se um score de cada joelho de acordo com
o método Kellgren-Lawrence (KL) para graduacdo da artrose (0-normal, 1- duvidoso, 2-
minimo, 3-moderado e 4-severo), e a média foi calculado para comparacdo (KEYES, et al,
1992). Como demostrado na Tabela 1

Tabela 1. Critérios de Scores para avaliacao das imagens radiologicas

CLASSIFICACAO ACHADOS RADIOLOGICOS

Nota 0 Sem Artrose: Radiologia Normal.

Grau | Artrose Duvidosa: Estreitamento articular duvidoso, possivel oste6fito marginal.

Grau Il Artrose Minima: Possivel estreitamento, osteofito definido.

Grau Il Artrose Moderada: Estreitamento definido, oste6fitos multiplos, alguma esclerose
subcondral, possivel deformidade dssea.

Grau IV Artrose Grave: Estreitamento articular acentuado, esclerose subcondral grave,
grandes osteofitos, deformidade definida.

Fonte: Adaptado de KEYES, et al. [23].
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3.9 Analise Histopatoldgica

No 29° dia foi realizada aeutanpasia dos animais e foram coletadas as articulacdes fémur
tibio-patelar para serem fixadas em formoldeido 10% + PBS tamponado. Em seguida o material
foi preparado para o processo de descalcificacdo em &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) a
20% por 20 dias. Posteriormente foram submetidos ao protocolo de inclusdo em blocos de
parafina, cortados em secOes de 5 um e as matrizes de cartilagem organica foram corados pelo
método de hematoxilina-eosina (H&E). A analise foi realizada de forma cega por um
histopatologista. O sistema de avaliacao histopatoldgica das cartilagens, seguiu os protocolos
adaptados de acordo com as diretrizes da Osteoarthritis Research Society International (OARSI,;
PRITZKER at al., 2006). Os parametros sao relacionados aos estagios da OA com base na
extensdo da superficie da cartilagem articular, area ou volume envolvido na OA local. O grau
de OA ¢é com base na extensdo da patologia na profundidade da cartilagem e os pontos sdo
atribuidos variando de O (superficie intacta) a 6 (perda de espessura total da cartilagem e

deformacéo 6ssea), como demostrado na Tabela 2.

Tabela 2 - Critérios de Scores para avaliacao histopatoldgica.

GRAU PARAMETROS AVALIATIVOS

GRAU 0: Superficie intacta, cartilagem - Matriz: arquitetura normal Células: intactas, orientagdo
morfologia intacta apropriada

GRAU 1: Superficie intacta - Matriz: zona superficial intacta, edema e/ou fibrilagéo superficial
(abrasdo), condensacdo focal da matriz superficial Células: morte,
proliferacéo (aglomerados), hipertrofia, zona superficial
- A reacdo deve ser mais do que apenas fibrilacdo superficial

GRAU 2: Descontinuidade de superficie - Descontinuidade da matriz na zona superficial (fibrilacdo
profunda)
- Desorientacdo das colunas dos condrécitos: morte, proliferacdo
(aglomerados), hipertrofia

GRAWU 3: Fissuras Verticais (fissuras) - Fissuras verticais da matriz na zona média, fissuras ramificadas
- Células: morte, regeneracdo (aglomerados), hipertrofia,
dominios cartilaginosos adjacentes as fissuras

GRAU 4: Eroséo - Perda da matriz da cartilagem: delaminagdo da camada
superficial, formag&o de cisto na camada média - Escavacao: perda
da matriz camada superficial e zona média

GRAU 5: Desnudamento - Superficie: o0sso esclerdtico ou tecido reparador incluindo
fibrocartilagem dentro da superficie desnudada.
- Microfratura com reparo limitado a superficie 0ssea

GRAU 6: Deformagéo - Remodelacdo 6ssea (mais do que apenas formagéo de oste6fitos).
Inclui: microfratura com reparo fibrocartilaginoso e &sseo
estendendo-se acima da superficie anterior

Fonte: Adaptado de PRITZKER, et al [24].
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3.10 Analises estatisticas

A andlise estatistica foi realizado com o auxilio do Software GraphPad Prism 9.0 (San
Diego, CA, EUA). Primeiramente foi realizado o teste de normalidade de Shapiro-Wilk
apresentando um (p > 0,05) para testes paramétricos. Todos os experimentos foram realizados
independentemente pelo menos trés vezes, e os dados foram apresentados como média + desvio
padrdo (DP). As comparacdes de grupo foram avaliadas com o teste t de Student ou ANOVA
de uma via para comparacao de varias colunas, seguido do teste de Post-hoc Bonferroni. Um

valor de P < 0,05 (bicaudal) foi considerado estatisticamente significativo.
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4. RESULTADOS

4.1 Quantificacdo de EIAc na fracdo BoOEA das folhas de Bixa orellana

Por meio das andlises de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC-PDA) foi
possivel identificar a presenca do acido elagico, pico com tempo de retencdo (Rt) médio em
37.82 min. A identificacdo foi realizada a partir da comparag¢do com o padréo de 4cido elagico
e seu espectro na regido do ultravioleta. Foi realizada a separacdo com coluna Phenomenex
Luna C18 (25 cm x 4.6 mm x 5 um) , e gradiente de fase mdvel composta agua (A):metanol
(B) contendo 0,01% de FA (acido férmico) e monitoramento em 254 nm. O gradiente foi
escalonado nas esguintes condicGes: 5% de B 1em 2 min, 5-25% de B de 2-10 min, 25-40% de
B de 10-20 min, 40-50% de B de 20-30 min, 50-60% de B de 30-40 min, 60-70% de B de 40-
50 min e 70-100% de B de 50-60 min. Nas condi¢Ges empregadas, obteve-se separagéo de linha
base para 0s principais componentes da amostra. A curva analitica apresenta boa linearidade no
intervalo de concentracéo estudado e coeficientes de correlacdo (R2) com valor de 0,98, o que
indica que ha uma boa correlacdo entre as areas de picos e as concentracfes estudadas. A
determinacdo da concentracdo de EIAc foi realizada diretamente na fracdo acetato de etila,
obtida a partir do extrato de Bixa orellana. Desta maneira tentou-se chegar a resultados mais
representativos com relacdo a real composicdo do metabolito secundario e assim evitar
possiveis erros sistematicos. Através das analises em CLAE — DAD e construcdo da curva de
quantificacdo foi possivel mensurar o EIAc livre presente na BoEA, com um teor de 59,35 mg
de EIAc contido em 1 g da fracdo, o que equivale a um percentual de 5,93% (Figura 5).
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Figura 5. Cromatograma da fragéo acetato de etila de Bixa orellana e do padréo &cido elégico.
Coluna Phenomenex® Luna C18 (250 x 4,6mm i.d.; 4um), fluxo 1,0 ml/min-1, Solventes:
A=H,0, B=MeOH ambos com FA 0,01%.

4.2 AvaliacOes Clinicas

4.2.1 Avaliacéo da Atividade Motora (Rotarod test)

Avaliando a deambula¢do dos animais, observamos no D4 uma diminuicdo no escore de
caminhada forgada, conforme esperado. A figura 6, mostra a avaliagdo da atividade motora por
meio da deambulacdo forcada, com isso, analisou-se o comportamento do tratamento em
relacdo a causa/efeito dos grupos e em varios momentos do experimento. Todos 0s animais
apresentaram scores semelhantes antes da inducdo, sem valores significativos (5 = O;
p>0,9999). No 4° dia de indugao e tratamento, observou-se marcha clinicamente diferente com
diferenca significativa dos grupos de tratamento CTL- (1 £ 0; p=0,0001); CTL+ (4,6 + 0,48;
p=0,002); BoEA 50 mg/kg (4,2 + 0,40; p=0,002); BoEA 100 mg/kg (4,6 £ 0,48; p=0,002) e
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ElIAc 50 mg/kg (4,6 + 0,48; p=0,002) quando comparados com 0s grupos Clean (5 + 0) e Sham
(5 £ 0). Esse comportamento se manteve até o 14° dia de tratamento.

A partir do 21° dia de tratamento, os grupos, Clean (5 = 0; p=0,0001), Sham (5 % 0;
p=0,0001), CTL+ (4 £ 0; p=0,0001), BoEA 50 mg/kg (4 £ 0,89; p=0,0001), BoEA 100 mg/kg
(4,2£0,4; p=0,0001) e EIAc 50 mg/kg (4,2 + 0,4; p=0,0001) apresentaram marcha clinicamente
diferente quando comparados com o CTL- (2 £ 0). J& no 28° dia de tratamento, observou-se
marcha clinicamente simétrica e semelhante para os animais CTL+ (4,4 £ 0,48; p=0,0864) e
BoEA 100 mg/kg (4,6 £ 0,48; p=0,5153), quando comparados aos do grupo Sham (5 £ 0).
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Figura 6 - Efeito da fracdo BoEA e EIAc na atividade motora (deambulacgéo forgcada) de ratos com OA induzida
por MIA, usando o escore de Rotarod test. Os animais receberam sorbitol (CTL-), indometacina (CTL+), animais sem
intervencdo, controle experimental (Sham), BoEA (50 mg/kg e 100 mg/kg) e EIAc (50 mg/kg) de D4 a D28, e foram
avaliados nos dias 7, 14, 21 e 28, ap6s a inducdo da OA. Os dados sdo apresentados como média + desvio padrdo das
médias (DP) de trés experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada usando ANOVA de duas vias seguida
pelo teste Post-hoc de Bonferroni. # p < 0,05, quando comparados os grupos CTL- versus Clean nos dias 4, 7, 14. o p <
0,05, quando comparados 0s grupos CTL+ versus Clean nos dias 4, 7, 14 de inducéo. ¢ p < 0,05, quando comparados 0s
grupos BoEA 50 mg/kg versus Clean nos dias 4, 7, 14. o p < 0,05, quando comparados os grupos BoEA 100 mg/kg versus
Clean nos dias 4, 7, 14. m p < 0,05, quando comparados os grupos EIAc 50 mg/kg versus Clean apresentou diferenca
estatisticamente nos dias 4, 7, 14. Os grupos que realizaram tratamento, CTL+; BoEA 50 mg/kg; BoEA 100 mg/kg e
ElAc 50 mg/kg quando comparados com o CTL- apresentam diferenca estatisticamente significativa no 21° de indugéo
(o p <0,05); (¢ p<0,05); (o p<0,05); (mp <0,05), respectivamente. AbreviacGes: Clean, Saudavel; CTL(-), Controle
negativo; Sham, Simulou indugdo; CTL+, Controle positivo; BoEA, Fracdo Acetato de etila de Bixa orellana; EIAc,
Acido elagico.
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4.2.2 Avaliacéo da alodinia mecanica (Von Frey’s test)

Todos os animais iniciaram com respostas semelhantes no teste de alodinia mecanica
(limiar de retirada da pata), sem diferenca estatistica para todos os grupos (300 £+ 0; p >0,9999).
No 4° dia de inducdo e tratamento observou-se uma reducdo significativa do limiar de retirada
de pata dos grupos, CTL- (2 £ 0; p<0,0001); CTL+ (2 £ 0; p<0,0001); BoEA 50 mg/kg (4 £ 0;
p<0,0001); BoEA 100 mg/kg (7 + 2,44; p<0,0001) e EIAc 50 mg/kg (124,8 + 143,6; p=0,01),
demonstrando diminuicdo no limiar de retirada de pata. Essa diminuicdo do limiar nociceptivo
se manteve ao longo do experimento até o 21° dia de tratamento. Em relacéo a causa/efeito,
observou-se que no 28° dia de tratamento, 0s grupos BoEA 50 mg/kg (300 £ 0); BoEA 100
mg/kg (300 = 0) e EIAc 50 mg/kg (300 £ 0) tiveram respostas semelhantes ao grupo Clean (300
+ 0), sem apresentarem diferencas estatisticos entre eles, e diferentes quando comparados ao

grupo CTL- com valores significamente diferentes (10 £ 0) (Figura 7).
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Figura 7 — Efeito da fracdo BoEA e EIAc na alodinia mecénica (limiar de retirada da pata) de ratos com OA
induzida por MIA, usando o escore de Von Frey’s test. Os animais receberam sorbitol (CTL-), indometacina
(CTL+), animais sem intervencao, controle experimental (Sham), BoEA (50 mg/kg e 100 mg/kg) e EIAc (50 mg/kg)
de D4 a D28, e foram avaliados nos dias 7, 14, 21 e 28, apds a inducdo da OA. Os dados sdo apresentados como média
+ desvio padrdo das médias (DP) de trés experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada usando
ANOVA de duas vias seguida pelo teste Post-hoc de Bonferroni. # p < 0,05, quando comparados os grupos CTL+
versus Clean nos dia 4, 7, 14 e 21. ¢ p < 0,05, quando comparados os grupos BoEA 50 mg/kg versus Clean nos dias
4,7,14 e 21. o p < 0,05, quando comparados os grupos BoEA 100 mg/kg versus Clean nos dias 4,7, 14 e 21. mp <
0,05, quando comparados os grupos EIAc 50 mg/kg versus Clean nos dias 4, 7, 14 e 21. Os grupos que realizaram
tratamento, CTL+; BoEA 50 mg/kg; BoEA 100 mg/kg e EIAc 50 mg/kg quando comparados com o CTL- apresentam
diferenca estatisticamente significativa no 28° de indugdo (o p < 0,05); (¢ p < 0,05); (o p < 0,05) e (m p < 0,05),
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respectivamente. AbreviacGes: Clean, Saudavel; CTL(-), Controle negativo; Sham, Simulou inducdo; CTL+, Controle
positivo; BoEA, Fragdo Acetato de etila de Bixa orellana; EIAc, Acido elagico.

4.2.3 Teste de Incapacitacdo/distribuicéo de peso nas patas traseiras (Weight-

Bearing test)

Todos os grupos tiveram apoio simeétrico em ambos 0s membros posteriores no inicio do
experimento com a pontuacédo inicial de (49,23 + 0,07) mostrando auséncia de desconforto
articular. No 4° dia, ap0s a inducgéo, houve diferenca estatistica do grupo Clean (46,97 = 0,14;
p<0,0001) quando comparados com os grupos CTL- (32,90 + 1,6; p<0,0001); EIAc 50 mg/kg
(45,04 £6,6; p= 0,03) e BoEA 100 mg/kg (39,58 + 4,03; p= 0,03), demostrando sinais de
desconforto articular, devido a incapacidade de distribuicdo de peso simétrico. Em relacdo a
causa/efeito do tratamento, observou-se, no 7° dia de tratamento, uma diferenca significativa
dos grupos Clean (43,62 £ 6,49; p <0,0001); Sham (45,73 + 0,07; p<0,0001); CTL+ (40,36 +
3,49; p<0,0001); BoEA 50 mg/kg (32,70 + 1,32; p= 0,0274); BoEA 100 mg/kg (34,38 £ 3,15;
p=0,0004) e EIAc 50 mg/kg (43,46 + 4,24; p <0,0001) quando comparados com o grupo CTL-
(24,09 = 2,00), demostrando auséncia de desconforto articular, devido a melhor assimetria na
distribuicdo de peso para ambas as patas (induzida e ndo induzida). Esse comportamento se
manteve no 14° dia de tratamento apenas para 0s grupos BoEA 50 mg/kg (43,50 £ 3,94; p=
0,01) e BoEA 100 mg/kg (43,73 + 2,29; p= 0,007) quando comparados com o grupo CTL-
(35,27 + 3,11), demostrando um evento causa/efeito positivo para ambos o0s grupos de
tratamento. Ja no 21° dia de tratamento, ao compararmos o grupo CTL- (33,91 £ 0,86), com 0s
demais grupos, apenas os grupos Clean (42,64 + 0,53; p= 0,02); Sham (50,31 £ 1,79; p
<0,0001); BoEA 100 mg/kg (51,18 + 2,57; p <0,0001) e EIAc 50 mg/kg (47,77 + 4,35; p
<0,0001) apresentaram valores signifamente diferentes, apresentado menor desconforto

articular realizado nos testes (Figura 8).
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Figura 8 - Efeito da fracdo BoEA e EIAc na incapacidade articular (distribuicédo de peso das pernas) de ratos
com AQO induzida por MIA através do Weight-Bearing Test. Os animais receberam sorbitol (CTL-), indometacina
(CTL+), animais sem intervencao, controle experimental (Sham), BoEA (50 mg/kg e 100 mg/kg) e EIAc (50 mg/kg)
de D4 a D28, e foram avaliados nos dias 7, 14, 21 e 28, ap6s a inducéo da OA. Os dados sdo apresentados como média
+ desvio padrdo das médias (DP) de trés experimentos independentes. A analise estatistica foi realizada usando
ANOVA de duas vias seguida pelo teste Post-hoc de Bonferroni. # p < 0,05, quando comparados 0s grupos veiculo
versus saudavel no 4° dia. o p < 0,05, quando comparados os grupos CTL+ versus Clean no 4° dia. ¢ p < 0,01, quando
comparados os grupos grupo BoEA 50 mg/kg versus Clean no 4° dia. o p < 0,05, quando comparados 0s grupos BoEA
100 mg/kg versus Clean no 4° dia. m p < 0,05, quando comparados os grupos EIAc 50 mg/kg versus Clean no 4° dia.
Os grupos que realizaram tratamento, CTL+; BoEA 100 mg/kg e EIAc 50 mg/kg quando comparados com o CTL-
apresentam diferenca estatisticamente significativa no 28° de indugdo (o p < 0,05); (o p < 0,01) e (m p < 0,05),
respectivamente. Abreviacdes: Clean, Saudavel; CTL(-), Controle negativo; Sham, Simulou indugéo; CTL+, Controle
positivo; BoEA, Fracio Acetato de etila de Bixa orellana; ElAc, Acido elagico.

4.3 Efeitos do BoEA e ElAc na redugio da progressiao de OA induzida por MIA

Os exames radiogréaficos e histologicos dos joelhos dos ratos mostraram diferencas no
Kellgren-Lawrence Score e no OARSI indicando o grau de dano articular. A analise radiologica
nos grupos Clean e Sham mostrou pontuacéo grau 0, com faces articulares lisas e regulares com
opacidade habitual, presenca de estrutura mineralizada no espago intra-articular do joelho em
correspondéncia ao aspecto cranial e caudal do menisco, patela sobrepondo seu respectivo sulco
troclear, sem sinais de alteracGes inflamatorias e placas fissurais abertas, compativeis com a
idade do animal (Figura 9: 1A-1B). Os grupos BoEA 50 mg/kg; BoEA 100 mg/kg); EIAc 50

mg/kg e CTL+ apresentaram escore grau 3, com leve estreitamento do espaco intra-articular e
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leve esclerose do osso subcondral (Figura 9: 1C-1D-1E-1F). O grupo CTL- apresentou alto
escore grau 4, com presenca de ostedfitos marginais exuberantes, estreitamento dos espacos
intra-articulares, esclerose 6ssea subcondral, areas de erosdo da cartilagem, perda parcial do
aspecto habitual das estruturas, aumento do volume sinovial e luxagéo patelar medial (Figura
9: 1G). Na andlise histoldgica, os grupos Clean e Sham apresentaram pontuacao nota 0, com
superficie regular, linha de marcacéo preservada, condrécitos viaveis com presenca de nucleo
para os grupos (Figura 9: 2A-3A-2B-3B). Os grupos BoEA 50 mg/kg; BoEA 100 mg/kg);
ElAc 50 mg/kg e CTL+ apresentaram escore grau 1 com superficie irregular, sem eroso,
presenca da linha de marcacdo e condrdcitos viaveis com presenca de nucleos de diferentes
tamanhos (Figura 9: 2C-3C-2D-3D-2E- 3E-2F-3F). O grupo CTL- apresentou grau 4,
apresentando escavacdo com perda da camada superficial da matriz e zona intermediéria, perda
da linha de marcacéo (Figura 9: 2G-3G).
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Figura 9. Comparacdo radioldgica e histopatoldgica da cartilagem articular fémur tibio-patelar do joelho
direito de ratos induzida por MIA ap6s 28 dias de tratamento com BoEA e EIAc para OA induzido por MIA.
(1A-1G) Representacdo de imagens radiograficas Antero posterior da articulagdo do joelho direito. (2A-2G)
Representacdo histoldgica de corte medial da articulagdo do joelho direito, magnificagdo de 40X, os cortes foram
corados com H&E. (3A-3G) Representacao histolégica de corte medial da articulagéo do joelho, magnificacéo de 4X,
os cortes foram corados com H&E. A andlise radiolégica nos grupos Clean e Sham mostraram grau 0, com faces
articulares lisas e regulares com opacidade habitual, presenca de estrutura mineralizada no espaco intrarticular de
fémur tibio-patelar em correspondéncia ao aspecto cranial e caudal do menisco, patela sobrepondo seu respectivo
sulco troclear, sem sinais de alteracdes inflamatorias e placas fisarias abertas, compativeis com a idade do animal
(Figura 9: 1A-1B). Os grupos BoEA 50 mg/kg; BoEA 100 mg/kg); EIAc 50 mg/kg e CTL+ apresentaram score grau
3, com discreto estreitamento do espaco intrarticular e discreta esclerose de osso subcondral (Figura 9: 1C-1D-1E-
1F). O grupo CTL- apresentou escore alto grau 4, com presenca de oste6fitos marginais exuberantes, estreitamento
dos espaco intrarticulares, esclerose de osso subcondral, areas de erosdo na cartilagem, perda parcial do aspecto
habitual das estruturas, aumento de volume sinovial e luxacdo medial de patela (Figura 9: 1G). Nas andlises
histol6gicas os grupos Clean e Sham apresentaram escore Grau 0, com superficie regular, linha de Mark preservada,
condrécitos viaveis com presenca de nicleo para os grupos (Figura 9: 2A-3A-2B-3B). Os grupos BoEA 50 mg/kg;
BoEA 100 mg/kg); EIAc 50 mg/kg e CTL+ apresentaram Grau 1 com superficie irregular, sem eroséo, presenca da
linha de Mark e condrdcitos viaveis com presenca de nlcleos e tamanhos diferentes (Figura 9: 2C-3C-2D-3D-2E-
3E-2F-3F). O grupo CTL- apresentou escavacéo com perda da matriz camada superficial e zona média, perda de linha
de Mark (Figura 7:2G-3G). Imagens radioldgicas: Seta branca — presenca de oste6fitos marginais exuberantes:
Seta verde — presenca de esclerose de 0sso subcondral: Seta azul — areas de erosdo na cartilagem: Seta vermelha —
presenca de luxagdo medial de patela. Imagens histoldgica: Seta preta - localizagéo da cartilagem. Seta verde - zona
superficial da cartilagem. Seta azul - linha de Mark. Circulos pretos - células condrdcitas pré e p6s a linha de Mark.
As alteragBes degenerativas na Osteoartrite (OA) foram classificadas pelas diretrizes da Osteoarthritis Research
Society International (OARSI, 2006). Abreviagdes: Clean, Saudavel; CTL(-), Controle negativo; Sham, Simulou
indugdo; CTL+, Controle positivo; BoEA, Fracdo Acetato de etila de Bixa orellana; EIAc, Acido elagico; H&E,
Hematoxilina-Eosina.

4.4 BoEA e ElAc apresentam atividade anti-inflamatéria em ratos com OA induzida por
MIA

As citocinas realizam papéis importantes na manutencdo da inflamacéo crénica e dano
tecidual durante a progressao da OA. Desta forma, examinamos os efeitos da BoEA e EIAc nos
niveis séricos de TNF-a e IL-10 em modelo de OA induzida por MIA.

Para avaliar a producéo de citocinas TNF-a e IL-10 foi utilizada a técnica de ELISA. Os
niveis de citocina pré-inflamatoria TNF-o ap6s 28 dias de tratamento foram maiores no grupo
CTL- do que no grupo Clean, porém foram suprimidos nos grupos tratados com BoEA e ElAc
em comparacdo com o grupo CTL-e sendo similares ao grupo tratado com CTL+. Esses
resultados sugerem que, tanto BoEA quanto o ElAc podem exibir protecdo da cartilagem
articular. Em relacao aos niveis de citocina anti-inflamatoria IL-10 apds 28 dias de tratamento,
observou-se nos grupos tratados com BoEA, ElAc e Indometacina, apresentaram maiores niveis
de IL-10 quando comparados como o CTL- mostrando um controle maior do processo
inflamatdrio para esses grupos e com isso, um controle no dano da cartilagem articular (Figura
10 (A) e 11(B).
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Figura 10(A) e 11(B). Andlise de citocinas TNF-a e IL-10 em Osteoartrite induzida por
Monoiodoacetato de Sddio (MIA) em Rattus novergicus ap6s tratamento com BoEA e EIAc. Os
niveis de citocinas TNF-o e IL-10 no soro foram determinados pelo método ELISA sanduiche. (A) Os
niveis de TNF-a foram estatisticamente significativos comparando o grupo Clean versus CTL- (*
p=0,0001). O CTL- versus Sham apresentou diferencga estatisticamente significativa (» p=0,0001). O
CTL- versus CTL+ (o p=0,0001). CTL- versus BoEA 50 mg/kg (¢ p=0,001). CTL- versus BoEA 100
mg/kg (o p=0,0001). CTL- versus EIAc 50 mg/kg (= p=0,0001). (B) Os niveis de IL-10 foram
significativos comparando CTL- versus CTL+ (o p=0,0001). CTL- versus BoEA 50 mg/kg (¢ p=0,001).
CTL- versus BoEA 100 mg/kg (o p=0,0001). CTL- versus EIAc 50 mg/kg (= p=0,0001). Os dados sdo
apresentados como * e desvio padrdo de trés experimentos independentes. A analise estatistica foi
realizada usando ANOVA e com Post-hoc teste Bonferroni, com significancia de p<0,05. Abreviagdes:
Clean, Limpo; CTL-, Controle negativo; CTL+, Controle positivo BOEA, Fragio Acetato de etila de
Bixa orellana; EIAc, Acido elagico
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5. DISCUSSAO

A osteoartrite (OA) é um processo degenerativo cronico da articulagdo que é causado por
modificagdes nas concentracdes de proteoglicanos da cartilagem articular, o que leva a
interrupcao da glicdlise e, assim, a quebra do metabolismo dos condrdcitos. Isso resulta na
degradacdo da cartilagem articular e leva a um processo inflamatorio e subsequente dor articular
(SILVA, ANDERSEN e TUFIK, 2008; TONUSSI E FERREIRA,1992). O processo inicial de
degradacéo da cartilagem articular ocorre pela ativacao de vias catabdlicas, incluindo TGF-
quinase 1 (TAK1), fator nuclear kappa B (NF-«kB) e proteinas quinases ativadas por mitogeno
(MAPK), pois estimulam citocinas pro-inflamatorias, com subsequente destruicdo nas
articulacées (VINCENT, 2019). O presente estudo mostrou que doses de longo prazo dos
compostos BoEA e EIAc foram capazes de induzir acdo anti-inflamatoria e antinociceptiva nos
ensaios clinicos. A piroptose é uma via de sinalizacdo de morte celular programada mediada
por inflamassoma necessaria para a caspase-1 e desempenha um papel importante na
patogénese da OA, uma vez que inflamacdo, nociceptividade e apoptose estdo associadas ao
progresso da patologia, na qual os agentes anti-inflamatérios desempenham o papel papel de
prevencdo desses eventos e, consequentemente, do desenvolvimento da OA (SATOSHI, et al.,
2022; ZU, et al., 2019; KWON et al. 2018; SUN, et al., 2021; ANSARI, et al., 2018;
GUIDOTTI, et al. 2020; ZHENG, XINAN e MINGLI, 2021 e CHEN, KROEMER e KEPP,
2020).

Os compostos de BoEA e EIAc demonstraram inibir a inflamacéo e promover acao
antinoceptiva através do teste Rotarod apds o 21° dia de tratamento (em todas as doses dos
compostos) e os resultados foram semelhantes aos do medicamento padrdo utilizado no
tratamento. Os mesmos resultados foram encontrados no teste de descarga de peso e melhorias
na incapacidade induzida pela OA foram observadas a partir do 7° dia de tratamento. Quanto
ao limiar de sensibilidade dolorosa, através do teste de VVon Frey, os compostos de BoEA e
ElAc foram eficientes ap0s 0 21° dia de tratamento. Assim, diante dos testes clinicos realizados,
demonstramos que os compostos de BoEA e EIAc atuaram nos mecanismos que inibem a
inflamacédo e promovem agéo antinoceptiva, podendo ser importantes para a progresséo da OA.
O estudo de ZU et al. 2019, mostraram 0 papel essencial da resposta inflamatoria e da
nociceptividade mediada por MAPKSs/NF-«B e apoptose celular no desenvolvimento da OA, e
demonstraram que o extrato de Epimedium inibiu a lesdo de condrécitos através da resposta
inflamatoria mediada por MAPKS/NF-kB e piroptose celular. Os autores relatam que a

piroptose é um tipo de ativacdo de morte celular programada e importante em eventos


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Vincent+TL&cauthor_id=31779850
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Ansari+MY&cauthor_id=28801211
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inflamatdrios e nociceptivos pois regulam positivamente a expresséo de citocinas inflamatorias
como TNF-a e IL-6 através das vias de sinalizacdo de NF-kB e MAPA. DENG et al., 2018,
relatam que a degradacgéo da cartilagem e 0s eventos nociceptivos iniciam com a ativacao de
vias catabdlicas, como a TAK, que recrutam proteinas quinases inflamatorias e ativam, por
meio de mitdgenos e sinalizacdo, a via do NF-kxB. Uma vez ativados, os mediadores
inflamatdrios classicos de citocinas pro-inflamatérias, como IL-1, TNF-a e receptores Toll-
like, estimulardo a liberacdo de colagenase e proteases que degradam proteoglicanos através
dos condrdcitos, que € o marco do processo inflamatorio degenerativo e processo nociceptivo
da articulacdo (YUJIE, et al., 2018; SAFIRI, et al., 2019; LAIRES, et al., 2018 e VICENT,
2019).

O presente estudo também mostrou que a administracdo de compostos da fracdo Bixa
orellana nas doses de 50 mg/kg e 100 mg/kg, bem como do acido elagico na concentracéo de
50 mg/kg, foram determinantes na inibicdo das vias de sinalizacdo catabdlica de inflamacéo
nos joelhos de animais com OA induzida por MIA, evidenciada pela diminuicdo dos niveis
séricos de TNF-a detectada apos 28 dias de tratamento. Sugere-Se que esses parametros
imunomoduladores ocorreram em decorréncia da administracdo dos compostos BoEA e EIAc,
e interferem positivamente pela inibicdo de vias de sinalizacdo oxidativa envolvidas no
processo inflamatério e degenerativo da cartilagem articular, 0 que é um marco em nosso

estudo.

Outro fator determinante e importante encontrado em nosso estudo foi evidenciado pelo
efeito significativo de BoEA e EIAc na regulacdo positiva da citocina antiinflamatéria 1L-10,
onde observamos aumento na sintese desta citocina. A IL-10 desempenha papel importante na
remodelacdo cartilaginosa, pois, segundo SUN et al., 2021; ANSARI et al., 2018 e GUIDOTT]I
etal., 2020, inibe os osteoclastogénios e regula a acdo das metaloproteinases de matriz (MMPs),

sendo ambos 0s eventos responsaveis pela degradacdo da matriz cartilaginosa.

Assim, quanto & acdo anti-inflamatoria e antinociceptiva, observamos que o tratamento
com BoOEA e ElIAc induziu a produgdo de IL-10, promovendo atividade anti-inflamatoria,
antinociceptiva, evitando assim o0 avango na degeneracgdo desta cartilagem através a regulacéo
de MMPs e condroclastos. De acordo com KWON et al. 2018, a degeneracédo da cartilagem
articular esta relacionada a estimulos promovidos pela ativagdo de vias catabdlicas e leva ao
processo inflamatdrio, que, por sua vez, exacerba a nociceptividade e a destruigéo articular. Os
autores concluem relatando que a IL-10 melhora a gravidade nociceptiva e pode até ser usada

como adjuvante na terapia da dor. No presente estudo, esta regulacdo e equilibrio reciproco
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entre a producdo de citocinas anti-inflamatorias e pré-inflamatorias (TNF-o ¢ IL-10) nas
articulacbes em modelo experimental de AO induzida por MIA interveio na melhora da
cartilagem articular, mostrando que estas compostos podem ser usados para regular a resposta
inflamatoria e a nociceptividade da articulagéo.

Em relacdo as imagens radiolégicas e histopatologicas do presente estudo, estas
mostraram que apos a inducdo da OApor MIA, foram observadas no grupo néo tratado a
presenca de osteofitos marginais exuberantes, esclerose dssea subcondral, areas de erosdo da
cartilagem e luxacao patelar medial. Assim, embora BoEA e EIAc ndo tenham sido capazes de
prevenir o surgimento de OA, os animais que foram tratados com os compostos fitoquimicos
tiveram a progressdo do dano articular reduzida em relagdo ao grupo nédo tratado, ou seja,
apresentaram menores graus de alteracdes articulares de acordo com a classificacdo das
pontuacdes (PRITZKER, et. al., 2006).

Mais estudos sdo necessarios para melhor compreender os mecanismos de sinalizacéo
envolvidos nestes efeitos, uma vez que estes fatores catabdlicos ativam uma série de vias que

desempenham um papel importante na patogénese da OA.
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6. CONCLUSOES

Em concluséo, os efeitos da BoEA e EIAc foram capazes de reduzir a dor, inibir atividade
das vias catabolicas e consequentemente, a inflamacdo por meio de regulacdo e equilibrio
reciproco de citocinas anti-inflamatdrias e pro-inflamatorias em ratos com OA induzida por
MIA. Os tratamentos com BoEA e ElAc também atenuaram a degeneracdo da cartilagem
evidenciadas pelas imagens radioldgicas e histoldgicas. Portanto, os compostos fitoquimicos
BoOEA e EIAc exercem efeitos benéficos na AO induzida por MIA e se mostram promissores

como agentes terapéuticos ou adjuvantes para o tratamento fitoterapico em OA.
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ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a pathology that is characterized by progressive erosion of articular
cartilage. In this context, medicinal plants have become relevant tools regarding their potential
role in the prevention and treatment of OA, being safe and effective. The aim of this work was
investigate the therapeutic efficacy of the ethyl acetate fraction of Bixa orellana leaves (BoEA)
and ellagic acid (EIAc) for the therapeutic treatment of OA induced by monosodium iodoacetate
(MIA) inrats. The plant material was extracted via maceration with 70% hydroalcoholic solvent
(BoHE). The ethyl acetate (BoEA) fraction was by solvents in increasing order of polarity. The
EIAc was identified and isolated in BoEA using high performance liquid chromatography
(HPLC-DAD) and analytical curve. The OA was induced using MIA in the right knee at the
knee joint. Doses of BOEA and EIAc were administered daily (every 24 h, orally) at
concentrations of 50, 100 and 50 mg/kg, respectively, for 28 days after induced OA. We
evaluated the animals through clinical and radiological examinations every 7 days and, on the
29th day, the animals were euthanized, the joints being removed for histopathological analysis
and the serum for cytokine analysis. BOEA and EIAc compounds reduced inflammation and
nociception in OA and were as effective as indomethacin in clinical parameters of joint
discomfort and allodynia in rats, in addition to showing improvements in radiological and
histopathological images, acting on the progress of cartilage deterioration, proving properties
related to anti-inflammatory and analgesic processes, being important allies for new therapeutic
interventions for the treatment of OA.

Keywords: Cartilage damage, joint degeneration, pain, antinociception, analgesia.

Abbreviations: Bixa orellana ethyl acetate fraction, BoEA; Ellagic acid, ElAc; High-
performance liquid chromatography photodiode array detection method, HPLC;
Hydroaethanolic solvente, BoHE; Interleukin-1, IL1; Interleukin 10, IL-10; Mitogen-activated
protein kinases, MAPKs; Nuclear factor kappa-B, NF-«kB; Osteoarthritis, OA; Osteoarthritis
Research Society International, OARSI; Proten kinase 1, TAK1; Regulates the action of
matrix metalloproteinases, MMPs; Sodium monoiodoacetate, MIA; Toll-like receptors, TLRs;
Tumor necrosis factor alpha, TNF-a.

1 INDRODUCTION

It is estimated that osteoarthritis (OA) is one of the main causes of motor disability
worldwide, and is responsible for 9.6 million lives with mobility disability; thus, generating a
great socioeconomic impact and affecting the quality of life of many, in addition to generating
high costs for health services [1]. It begins as an inflammatory process that leads to the
destruction of cartilage. This is stimulated by a group of glycoproteins collectively called
cytokines, which are responsible for the coordination, amplification and regulation of the
magnitude and duration of inflammatory events and, consequently, of their effects [1-4]. Pro-
inflammatory cytokines, such as interleukin-1 (IL1), tumor necrosis factor alpha (TNF-ao)) and

Toll-like receptors (TLRs), stimulated by NF-«B and MAPK signaling pathways, promote
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cartilage destruction and subsequent inflammatory processes and chronic pain due to

hypersensitivity of peripheral and central nociceptive pathways [5-8].

In this context, the search for therapeutic alternatives is relevant. Plants have a variety of
phytochemical compounds that have therapeutic properties against various diseases, and are a
broad source for the search for new drugs and/or alternative treatments [9-14]. Among these
different active phytochemical compounds are phenolic acids, flavonoids and alkaloids that

have a variety of known antioxidant, antifibrotic and anti-inflammatory activities [14,15].

Bixa orellana is a plant species found in tropical countries. It belongs to the Bixaceae
family, and is popularly known as annatto. It is widely used in folk medicine to combat
comorbidities, including coronary heart disease, respiratory infections and kidney problems
[14-16]. Studies report that this species presents numerous phytochemical compounds, such as
alkaloids and flavanoids with various biological applications, which indicates its great potential
as new active compounds for pharmaceuticals [14-17].

Due to the need to find new active pharmacological compounds, the present study
investigated the anti-inflammatory and anti-nociceptive activity of the BoEA fraction and its
isolated compound EIAc in rats with OA induced by MIA, via clinical, histopathological,

radiological and evaluation of cytokines.

2 MATERIALS AND METHODS

2.1 Collection and processing of plant species

The Bixa orellana leaves were collected at coordinates 2°58°08 "S, 44°21°98" W -
Locator: 689QCQ9J+M2 (in June and July 2021) and identified at the Atico Seabra Herbarium
of the Federal University of Maranhédo (Séo Luis, Brazil, specimen voucher 1147, SISGen n°
AABEBET?). The leaves were dried at 40 °C in an oven with air circulation and then ground in
an electric mill to obtain the powder. Then, approximately 688 grams of the plant material was
subjected to the extraction process by maceration, using the solvent ethanol PA (99%) as the
extractor and water (70:30 v/v), and constant stirring for a period of 24 h. After extraction, the
material was rotoevaporated at 40 °C, then lyophilized to obtained the crude hydroethanolic
extract (BoHE). Of the BoHE, 253 grams were fractionated via liquid-liquid partition using an
ethyl acetate and water/methanol solution (7:3). The ethyl acetate phase obtained was

rotoevaporated at 40 °C to obtain the ethyl acetate fraction (BoEA).

2.2 Analysis for the quantification of ellagic acid in the ethyl acetate fraction
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In order to optimize the chromatographic conditions for the quantification of the ellagic
acid (EIAc) present in the fraction, the BoEA was subjected to analysis using the high-
performance liquid chromatography photodiode array detection method (HPLC-PDA), A = 254
nm, (Shimadzu, Kyoto, Japan). The ellagic acid in the BOEA fraction was quantified by
comparison to the ellagic acid standard (Sigma Aldrich). Quantification injections were

performed in triplicates.

Sample preparation consisted of a clean-up step using solid phase extraction, which
employed a Phenomenex Strata C18 cartridge (500 mg/6 mL) that was previously activated
with 5 ml of methanol and equilibrated with 5 mL of methanol:water (95:5, v/v). A solution of
2 mL of ethyl acetate fraction in methanol:water (95:5, v/v), at a concentration of 5 mg.mL™,
was eluted with the same mobile phase used for cartridge equilibrium and collected in a 5 mL
volumetric flask, having its volume completed at the end of elution. At the end, the solution
was filtered via a Millex filter with a pore size of 0.22 um. Aliquots of 10 pL of this solution
were injected into the HPLC. Several conditions were evaluated so as to obtain the best
separation of the major peaks (Figure 1). The best one consisted of separation with a
Phenomenex Luna C18 column (25 cm x 4.6 mm x 5 um), and a mobile phase gradient
composed of water (A): methanol (B) containing 0.01% FA (formic acid) and monitoring at
254 nm. The gradient was scaled under the following conditions: 5% B 1-2 min, 5-25% B 2-10
min, 25-40% B 10-20 min, 40-50% B 20-30 min, 50-60% B 30-40 min, 60-70% B 40-50 min
and 70-100% B 50-60 min. Under the conditions employed, baseline separation was obtained

for the main components of the sample.
2.3 Animals and ethical aspects

Tewnty-five female Wistar rats (Rattus Norvegicus), 8 weeks old, weighing 250-300 g
were obtained from the UFMA Central Vivarium. Throughout the experimental period, the rats
were fed with standard feed and water ad libitum and were kept under controlled conditions of
temperature (23 £ 1 °C), humidity (40-60%) and 12 hours light-dark cycle. The experiments
were conducted according to the guidelines of the Brazilian College of Animal Experimentation

(COBEA) for the use of animals in research
2.4 Osteoarthritis induction

The animals were pre-anesthetized with a combination of tramadol hydrochloride (1
mg/kg) and acepromazine hydrochloride (4 mg/kg) (subcutaneously). After 20 minutes,

intraperitoneally, the association of ketamine hydrochloride (60 mg/kg) and midazolam
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(5 mg/kg) was administered, and after verifying the anesthetic plane, the OA was induced
via a single intra-articular administration of MIA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
in the right knee (2 mg in 25 pL). With the knee flexed at an angle of 90°, the MIA solution
was injected into the knee joint, through the ligament lateral to the patella [18].

2.5 Experimental design

On Day 0 (Zero), OA was induced by MIA via a single intra-articular injection of 2
mg/kg (n=25). Then, the animals were randomly divided into seven experimental groups
and, after 4 days of induction, the groups were treated orally (1x/day) as follows: Clean
group: without OA and without treatment (n=3); CTL - group with OA and treated with
sorbitol 10% (n=3); Sham group: without OA and without treatment (n=3); CTL + group:
with OA and treated with indomethacin at a dose of 2.5 mg/kg/day (n=4); BoEA groups:
with OA and treated at doses of 50 mg/kg/day (n=4) and 100 mg/kg/day (n=4) and EIAc
group: with OA and treated at dose of 50 mg/kg/day (n=4).

On Days 4, 7, 14, 21 and 28 after induction, clinical analyses related to parameters of
motor activity, mechanical allodynia, joint disability were performed. On Day 29, the
animals were euthanized with an intraperitoneal anesthetic overdose. Next, samples of the
knee joints of the hind limbs were collected for histopathological study. In addition, blood

serum samples were collected for cytokine quantification.
2.6 Determination of serological concentrations of 1L-10 and TNF-a by ELISA

Serum samples from the groups were quantitatively analyzed by sandwich enzyme-
linked immunosorbent assay for TNF-a and IL-10 cytokines, following the
manufacturer’s technical instructions for the cytokine dosage kits and equipment. The
ELISA kit used in this study was purchased from R&D Systems® (Minneapolis, MN,
EUA).

2.7 Clinical Trials
2.7.1 Evaluation of motor activity - forced ambulation (Rotarod Test)

The animals were placed on a Rotarod (IITC Life Science, CA, USA), a rotor-like
device, rotating at a speed of 4 to 40 rpm for a period of 300 seconds. Two basic training

tests were performed, which were followed by two recorded evaluations. After induction,
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three evaluations were performed and the mean latency was recorded. The animals had a
rest period of 15 minutes between assessments. The data are expressed as walk values
and were encoded by a single viewer. The evaluation was performed through
observational analysis relating to a numerical scale ranging from 1 to 5, where 1 = normal
limb use; 2 = mild limping; 3 = severe limping; 4 = intermittent disuse of affected limb

use; 5 = complete disuse of limb [19].
2.7.2 Mechanical allodynia (Von Frey’s test)

The evaluation was performed with a digital analgesimeter (Insight, Sdo Paulo,
Brazil), and was composed of a pressure transducer connected to a digital power meter
with measurements expressed in grams (g). The accuracy of the device was 0.1 g and the
device was calibrated to record a maximum force of 150 g. Filaments of 4 g, 10 g and 300
g were used, maintaining an accuracy of 0.1 g with force up to 300 g. The pressure
transducer was connected to the animal’s leg by means of a disposable polypropylene
ferrule of 0.5 mm (diameter) adapted for this purpose [20]. The test was performed ten

times consecutively at two-minute intervals until three similar readings were taken.
2.7.3 Evaluation of articular incapacitation (weight-bearing test)

Weight distribution across the right and left knee was assessed using an incapacity Meter®
(IITC Life Science Inc., Woodland Hills, CA, USA) to measure the distribution of WB in the
two pelvic limbs. The force exerted by each hind limb was measured and analyzed in grams,
but reported as a percentage of total body weight (%BW) to normalize the data. Rats were
allowed to become accustomed to the test apparatus and, when stationary, readings were taken
over a period of 3 seconds. Triplicates were taken simultaneously for each limb at each time
point [21].

To assess the use of the affected limb, the animals were placed in an angled glass chamber
with each hind leg resting on different platforms. The weight exerted on each hind leg was
measured in grams for five seconds and the final measurement was an average of three. Changes

in weight distribution were calculated using the following formula:
Weight distribution (%) = APW/(APW + CPW) x 100 (1)

where APW represents the weight of the affected paw and CPW represents the weight of
the contralateral paw.
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2.8 Radiological analysis

Radiological images were obtained in two planes, anteroposterior and latero-lateral, using
a portable digital X-ray machine with an image capture sensor (Diox®). The images were
analyzed by a veterinarian, who is a specialist in animal images, and a score of each knee was
obtained according to the Kellgren-Lawrence [22] method for arthrosis severity (0 - normal, 1
- doubtful, 2 - minimum, 3 - moderate and 4 - severe), and the mean was calculated for

comparison.

2.9 Histopathological analysis

On the 29" day, after euthanasia of the animals, the knee joint was removed, fixed in 10%
formaldehyde + buffered PBS. Then, the material was prepared for the descaling process in
20% ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) for 20 days. Subsequently, they were submitted
to the inclusion protocol in paraffin blocks, cut into 5 um sections and then the organic cartilage
matrices were stained using the hematoxylin-eosin (H&E) method. The analysis was performed
blindly by a histopathologist. The histopathological evaluation system for the cartilages
followed protocols that were adapted according to the guidelines of the Osteoarthritis
Research Society International (OARSI) [23]. The parameters are related to the stages of
OA based on the extent of the articular cartilage surface, area or volume involved in local
OA. The degree of OA is based on the extent of pathology in the depth of the cartilage and
points are assigned ranging from 0 (intact surface) to 6 (loss of total cartilage thickness and

bone deformation).
2.10 Statistical analyses

All experiments were performed independently at least three times, and data were
presented as mean + standard deviation (SD). Statistical analyses were performed using
GraphPad Prism 9.0 software (San Diego, CA, USA). Group comparisons were evaluated with
Student’s t-test or one-way ANOVA for comparison of several columns. A p-value < 0.05 (two-

tailed) was considered statistically significant.

3 RESULTS
3.1 Quantification of ellagic acid in the ethyl acetate fraction

By using high performance liquid chromatography (HPLC-DAD), it was possible to
identify the presence of the ellagic acid compound, which had a peak with an average retention

time (Rt) of 37.82 minutes. The identification was performed via the comparison with the
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ellagic acid standard and its spectrum in the ultraviolet region.

The analytical curve shows good linearity in the concentration range studied and
correlation coefficients (R2) with a value of 0.98, which indicates that there is a good correlation
between the peak areas and the concentrations studied. The EIAc concentration was determined
directly in the ethyl acetate fraction obtained from Bixa orellana extract. In this way, we tried
to reach more representative results with respect to the actual composition of the secondary
metabolite and thus avoid possible systematic errors. Through the HPLC-DAD analyses and
the construction of the quantification curve, it was possible to measure the free EIAc present in
the BoEA. A content of 59.35 mg of ellagic acid contained in 1 g of the fraction was found,
which is equivalent to a percentage of 5.93%. Figure 1

3.2 Clinical evaluations
3.2.1 Evaluation of motor activity (Rotarod test)

Evaluating the ambulation of the animals, on the 4™ day, we observed in a decrease in the
score of forced walking, which was as expected. Figure 2 shows the evaluation of motor
activity through forced ambulation, which was used to analyze the treatment in relation to the
cause/effect of the groups and at various times of the experiment. All animals showed similar
gait before induction, without significant values (5 + 0; p>0.9999). On the 4" day of treatment
after induction, clinically different gait was observed with significant difference among the
treatment groups CTL- (1 + 0; p=0.0001); CTL+ (4.6 = 0.48; p=0.002); BoEA 50 mg/kg (4.2 =
0.40; p=0.002); BoEA 100 mg/kg (4.6 £ 0.48; p=0.002) and EIAc 50 mg/kg (4.6 + 0.48;
p=0.002) when compared with the Clean (5 + 0) and Sham (5 + 0) groups. This behavior was

maintained until the 14" day of treatment.

After the 21% day of treatment, the groups Clean (5 + 0; p=0.0001), Sham (5 + 0;
p=0.0001), CTL+ (4 £ 0; p=0.0001), BoEA 50 mg/kg (4 £ 0.89; p=0.0001), BoEA 100 mg/kg
(4.2 £0.4; p=0.0001) and EIAc 50 mg/kg (4.2 + = 0.4; p=0.0001) presented clinically different
gait when compared with the CTL- group (2 + 0). On the 28" day of treatment, clinically
symmetrical and similar gait was observed for CTL+ animals (4.4 £ 0.48; p=0.0864) and BoEA
100 mg/kg (4.6 + 0.48; p=0.5153), when compared to those in the Sham group (5 = 0)

3.2.2 Evaluation of mechanical allodynia (Von Frey’s test)

All animals started with similar responses in the mechanical allodynia test (paw

withdrawal threshold), with no statistical difference for all groups (300 = 0; p>0.9999). On the
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4th day of induction and treatment, there was a significant reduction in the paw withdrawal
threshold of the groups, CTL-(2 + 0; p<0.0001); CTL+ (2 £ 0; p<0.0001); BoEA 50 mg/kg (4
* 0; p<0.0001); BoEA 100 mg/kg (7 £ 2.44; p<0.0001) and EIAc 50 mg/kg (124.8 + 143.6;
p=0.01), when compared with the Clean (300.0 + 0.0) and Sham (300.0 + 0.0), demonstrating
a decrease in Paw withdrawal threshold. This decrease in nociceptive threshold was maintained
throughout the experiment until the 21 day of treatment. Regarding cause/effect, it was
observed that, on the 28" day of treatment, the groups BoEA 50 mg/kg (300 + 0); BoEA 100
mg/kg (300 x 0) and EIAc 50 mg/kg (300 + 0) had similar responses to the Clean and Sham
group (300.0 + 0.0), without presenting statistical differences between them, and were different

when compared to the CTL- group (10 £ 0) with significant statistical differences (Figure 3).
3.2.3 Disability test/weight distribution on the hind legs (weight-bearing test)

All groups supported themselves symmetrically on both hind limbs at the beginning of
the experiment with the initial score of 49.23 + 0.07, thus showing absence of joint discomfort.
On the 4" day after induction, there was a statistical difference in the Clean group (46.97 +
0.14; p<0.0001) when compared with the CTL- (32.90 + 1.6; p<0.0001); CTL+ (42.26 * 3.1,
p<0.0001); BoEA 50 mg/kg (39.80+ 1.7; p=0.001); BoEA 100 mg/kg (39.58 + 4.03; p=0.03)
and EIAc 50 mg/kg (45.04 £6.6; p=0.03) groups, which demonstrated signs of joint discomfort
due to inability to distribute weight symmetrically. Regarding the cause/effect of the treatment,
on the 7" day of treatment, a significant difference was observed in the groups Clean (43.62 +
6.49; p<0.0001); Sham (45.73 + 0.07; p<0.0001); CTL+ (40.36 * 3.49; p<0.0001); BoEA 50
mg/kg (32.70 £ 1.32; p=0.0274); BoEA 100 mg/kg (34.38 + 3.15; p=0.0004) and EIAc 50
mg/kg (43.46 + 4.24; p<0.0001) when compared with the CTL- group (24.09 £ 2.00), thus
demonstrating absence of joint discomfort due to better symmetry in weight distribution for
both legs (induced and uninduced). This behavior was maintained for up to 21th day of
treatment. Regarding cause/effect, it was observed that, on the 28th day of treatment, the groups
CLT+ (40.10 + 1.01); BoEA 50 mg/kg (40.02 + 2.86); BoEA 100 mg/kg (42.60 + 1.87) and
EIAc 50 mg/kg (39.94 £ 2.86) had similar responses to the Clean (40.62 = 0.15) and Sham
group (4152 + 4.57), without presenting statistical differences between them, thus

demonstrating absence of joint discomfort (Figure 4).

3.3 Effects of BOEA and EIAc on the reduction of the progression of MIA-induced OA.

Radiographic and histologic examinations of the rats’ knees showed differences in the

Kellgren-Lawrence Score and OARSI indicating the degree of joint damage. Radiological
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analysis in the Clean and Sham groups showed a grade O score, with smooth and regular
articular faces with usual opacity, presence of mineralized structure in the intra-articular space
of the knee in correspondence to the cranial and caudal aspect of the meniscus, patella
overlapping its respective trochlear groove, without signs of inflammatory alterations and open
fissure plates, compatible with the age of the animal (Figure 5: 1A-1B). The BoEA groups 50
mg/kg; BoEA 100 mg/kg); EIAc 50 mg/kg and CTL+ presented a grade 3 score, with mild
narrowing of the intra-articular space and mild sclerosis of the subchondral bone (Figure 5:
1C-1D-1E-1F). The CTL- group presented a high grade 4 score, with the presence of exuberant
marginal osteophytes, narrowing of the intra-articular spaces, subchondral bone sclerosis, areas
of cartilage erosion, partial loss of the usual appearance of the structures, increased synovial
volume and medial patellar dislocation (Figure 5: 1G). In the histological analysis, the Clean
and Sham groups presented a grade 0 score, with a regular surface, preserved mark line, viable
chondrocytes with the presence of nucleus for the groups (Figure 5: 2A-3A-2B-3B). The BoEA
groups 50 mg/kg; BoEA 100 mg/kg); EIAc 50 mg/kg and CTL+ presented a grade 1 score with
an irregular surface, without erosion, presence of the mark line and viable chondrocytes with
the presence of nuclei of different sizes (Figure 5: 2C-3C-2D-3D-2E-3E-2F-3F). The CTL-
group presented excavation with loss of matrix surface layer and middle zone, loss of mark line
(Figure 5: 2G-3G). Figure 5

3.4 BoEA and ElAc exhibit anti-inflammatory activity in MIA-induced OA

Cytokines perform important roles in maintaining chronic inflammation and tissue
damage during the progression of OA. Thus, we examined the effects of BOEA and EIAc on
serum TNF-a and IL-10 (interleukin 10) levels in the MIA-induced OA model.

The ELISA technique was used to evaluate the production of TNF-o and IL-10 cytokines.
The levels of proinflammatory cytokine TNF-o after 28 days of treatment were higher in the
CTL- group than in the Clean group, but were suppressed in the BoEA and EIAc treated groups
compared to the CTL- group and were similar to the indomethacin-treated group. These results
suggest that both BoEA and EIAc may exhibit protection of articular cartilage. Regarding the
levels of anti-inflammatory cytokine IL-10 after 28 days of treatment, it was observed that the
groups treated with BoEA, EIAc and indomethacin had higher levels of IL-10 when compared
to the CTL- group showing a greater control of the inflammatory process for these groups and,

with this, control in the damage of articular cartilage (Figure 6 A-B).

4. DISCUSSION
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Osteoarthritis (OA) is a chronic degenerative process of the joint that is caused by
modifications in the concentrations of proteoglycans of the articular cartilage, which leads to
an interruption of glycolysis and, thus, a breakdown in the metabolism of chondrocytes. This
results in the degradation of the articular cartilage and leads to an inflammatory process and
subsequent joint pain [18,19]. The initial process of degradation of articular cartilage occurs by
the activation of catabolic pathways, including TGF-B kinase 1 (TAK1), nuclear factor kappa
B (NF-xB) and mitogen-activated protein kinases (MAPK), as they stimulate pro-inflammatory
cytokines, with subsequent destruction in the joints [8]. The present study showed that long-
term doses of BoEA and EIAc compounds were able to induce an anti-inflammatory and anti-
nociceptive action in the clinical trials. Pyroptosis is an inflammasome-mediated programmed
cell death signal pathway necessary for caspase-1 and plays an important role in the
pathogenesis of OA, since inflammation, nociceptivity and apoptosis are associated with the
progress of the pathology, in which anti-inflammatory agents play the role of preventing these

events and, consequently, the development of OA [24-31].

The compounds of BoEA and EIAc were shown to inhibit inflammation and nociceptivity
via the Rotarod test after the 21st day of treatment (at all doses of the compounds) and the
results were similar to the standard drug used in the treatment. The same results were found in
the weight-bearing test and improvments in OA-induced disability were observed from the 7™
day of treatment. Regarding the threshold of pain sensitivity, via the Von Frey test, the
compounds of BoEA and EIAc were efficient after the 21% day of treatment. Thus, in view of
the clinical tests carried out, we showed that the compounds of BoEA and EIAc acted on the
mechanisms that inhibit inflammation and nociceptivity, and they may be important for the
progression of OA. The study by Zu et al. [25] showed the essential role of inflammatory
response and nociceptivity mediated by MAPKS/NF-kB and cellular apoptosis in the
development of OA, and demonstrated that Epimedium extract inhibited chondrocyte injury
through inflammatory response mediated by MAPKsS/NF-kB and cellular pyroptosis. The
authors report that pyroptosis is a type of activation of programmed cell death and important in
inflammatory and nociceptive events, as they positively regulate the expression of
inflammatory cytokines, such as TNF-o and IL-6 via the signaling pathways of NF-xB and
MAPK. Deng et al. [5] report that cartilage degradation and nociceptivity events begin with the
activation of catabolic pathways, such as TAK, that recruit inflammatory protein kinases and
activate, by mitogens and signaling vi the NF-xB pathway. Once activated, classical
inflammatory mediators of pro-inflammatory cytokines, such as IL-1, TNF-o and Toll-like

receptors, will stimulate the release of collagenase and proteases degrading protoglycans via
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the chondrocyte, which is the landmark of the degenerative, inflammatory and nociceptive
process of the joint [5-8]. The present study also showed that the administration of compounds
from the Bixa orellana fraction at doses of 50 mg/kg and 100 mg/kg, as well as ellagic acid at
a concentration of 50 mg/kg, were determinants in inhibiting catabolide signaling pathways of
inflammation in the knees of animals with OA induced by MIA, as evidenced by the decrease
in serum TNF-a levels detected after 28 days of treatment. It is suggested that these
immunomodulatory parameters occurred as aresult of the administration of BoEA and EIAc
compounds, and positively interfere by inhibiting oxidative signaling pathways involved in the

inflammatory and degenerative process of articular cartilage, which is a milestone in our study.

Another determining and important factor found in our study was evidenced by the
significant effect of BoEA and EIAc in the positive regulation of the anti-inflammatory cytokine
IL-10, whereby we observed an increase in the synthesis of this cytokine. IL-10 plays an
important role in cartilaginous remodeling, since, according to Sun et al.; My et al. and Guidotti
et al. [27, 28, 29], it inhibits osteoclastogens and regulates the action of matrix
metalloproteinases (MMPs), and both events are responsible for the degradation of the

cartilaginous matrix.

Thus, regarding the anti-inflammatory and antinociceptive action, we observed that the
treatment with BoEA and EIAc induced the production of IL-10, promoting anti-inflammatory,
anti-nociceptive activity, thus, preventing the advancement in the degeneration of this cartilage
through the regulation of MMPs and chondroclasts. According to Kwon et al. [26], the
degeneration of articular cartilage is related stimuli promoted by activation of catabolic
pathways and leads to the inflammatory process, which, in turn, exacerbate the nociceptivity
and joint destruction. The authors conclude by reporting that 1L-10 improves nociceptive
severity and can even be used as an adjunct to pain therapy. In the present study, this regulation
and reciprocal balance between the production of anti-inflammatory and pro-inflammatory
cytokines (TNF-o and IL-10) in joints in an experimental model of OA intervened in the
improvement of joint cartilage, showing that these compounds can be used to regulate the

inflammatory response and nociceptiveness of the joint.

Regarding the radiological and histopathological images of the present study, these
showed that after induction of OA, the presence of exuberant marginal osteophytes,
subchondral bone sclerosis, areas of cartilage erosion and medial patellar dislocation were
observed in the untreated group. Thus, although BoEA and EIAc were not able to prevent the

emergence of OA, the animals that were treated with the phytochemical compounds had the
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progression of joint damage reduced in relation to the untreated group, i.e., they presented lower

degrees of joint alterations according to the classification of the scores [23].

Further studies are needed to better understand the signaling mechanisms involved in
these effects, since these catabolic factors activate a series of pathways that play an important

role in the pathogenesis of OA.
5. CONCLUSIONS

In conclusion, the effects of BOEA and EIAc were able to reduce pain, inhibit catabolic
pathway activity and, consequently, inflammation through regulation and reciprocal balance of
anti-inflammatory and pro-inflammatory cytokines in MIA-induced OA. Treatments with
BoEA and EIAc also attenuated cartilage degeneration evidenced by the radiological and
histological images. Therefore, the phytochemical compounds BoEA and EIAc exert beneficial
effects on MIA-induced OA and show promise as therapeutic agents or adjuvants for herbal
treatment of OA.
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FIGURES and FIGURE LEGENDS

Figure 1 - Chromatogram of the ethyl acetate fraction of Bixa orellana and the ellagic acid
standard. Phenomenex® Luna C18 column (250 x 4.6 mm i.d.; 4 um), flow 1.0 mL.min%,
solvents: A=H>0, B=MeOH, both with FA 0.01%.
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Figure 2 - Effect of BOEA and EIAc fraction on motor activity (forced ambulation) of rats
with induced OA, using the Rotarod test score.
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Animals received sorbitol (CTL-), indomethacin (CTL+), animals without intervention, experimental control
(Sham), BoEA (50 mg/kg and 100 mg/kg) and EIAc (50 mg/kg) from day 4 to day 28, and were evaluated on days
7,14, 21 and 28, after induction of OA. The data are presented as mean + standard deviation of the means (SEM)
of three independent experiments. Statistical analysis was performed using two-way ANOVA, followed by the post-
hoc Bonferroni test. # p<0.05, when comparing the CTL- versus the Clean groups on days 4, 7, 14. o p<0.05, when
CTL+ versus Clean groups were compared on days 4, 7, 14 of induction. ¢ p<0.05, when the BoEA 50 mg/kg versus
Clean groups were compared on days 4, 7, 14. 0 p<0.05, when comparing boea 100 mg/kg versus Clean groups on
days 4, 7, 14. m p<0.05, when compared, the groups ElAc 50 mg/kg versus Clean presented a statistically significant
difference on days 4, 7, 14. The groups that underwent treatment, CTL+; BoEA 50 mg/kg; BoEA 100 mg/kg and
ElIAc 50 mg/kg when compared with CTL- presented statistically significant difference in the 21st day after
induction (o p<0.05); (¢ p<0.05); (o0 p<0.05); (m p<0.05), respectively. Abbreviations: Clean- (without OA and
without treatment); CTL-, negative control (with OA and sorbitol treatment); Sham, (simulated induction of OA);
CTL+, positive control (indomethacin); BoEA (ethyl acetate fraction of Bixa orellana); EIAc, (ellagic acid).

Figure 3 - Effect of BOEA and EIAc fraction on mechanical allodynia (paw withdrawal
threshold) of rats induced with OA, using Von Frey’s test score.
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Animals received sorbitol (CTL-), indomethacin (CTL+), animals without intervention, experimental control
(Sham), BoEA (50 mg/kg and 100 mg/kg) and EIAc (50 mg/kg) from day 4 to day 28, and were evaluated
on days 7, 14, 21 and 28, after induction of OA. The data are presented as mean * standard deviation of the
means (SEM) of three independent post-hoc experiments. Statistical analysis was performed using two-way
ANOVA followed by the Bonferroni test. # p<0.05, when comparing the CTL+ versus Clean groups on days
4,7,14 and 21. ¢ p<0.05, when the BoEA 50 mg/kg versus Clean groups were compared on days 4, 7, 14
and 21. o p<0.05, when comparing the BoEA 100 mg/kg versus Clean groups on days 4, 7, 14 and 21. m
p<0.05, when comparing the ElAc 50 mg/kg versus Clean groups on days 4, 7, 14 and 21. The groups that
underwent treatment, CTL+; BoEA 50 mg/kg; BoEA 100 mg/kg and EIAc 50 mg/kg when compared with
CTL- showed statistically significant differences on the 28" day after induction (o p<0.05); (¢ p<0.05); (o
p<0.05) and (m p<0.05), respectively. Abbreviations: Clean- (without OA and without treatment); CTL-,
negative control (with OA and sorbitol treatment); Sham, (simulated induction of AO); CTL+, positive
control (indomethacin); BoEA (ethyl acetate fraction of Bixa orellana); EIAc, (ellagic acid).

Figure 4 - Effect of BOEA and EIAc fraction on joint disability (leg weight distribution) of
rats induced with OA and evaluated via the weight-bearing test.
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Animals received sorbitol (CTL-), indomethacin (CTL+), animals without intervention, experimental control
(Sham), BoEA (50 mg/kg and 100 mg/kg) and EIAc (50 mg/kg) from day 4 to day 28, and were evaluated on
days 7, 14, 21 and 28, after induction of OA. The data are presented as mean * standard deviation of the means
(SEM) of three independent experiments. Statistical analysis was performed using two-way ANOVA followed
by the post-hoc Bonferroni test. # p<0.05, when comparing the CTL-versus Clean groups on day 4. o p<0.05,
when comparing CTL+ versus Clean groups on day 4. ¢ p<0.01, when comparing the groups BoEA 50 mg/kg
versus Clean on day 4. 0 p<0.05, when comparing BoEA 100 mg/kg versus Clean groups on day 4. m p<0.05,
when comparing the EIAc 50 mg/kg versus Clean groups on day 4. The groups that underwent treatment, CTL+;
BoEA 100 mg/kg and EIAc 50 mg/kg when compared with CTL- presented statistically significant difference
on the 28™ day after induction (o p<0.05); (o p<0.01) and (m p<0.05), respectively. Abbreviations: Clean-
(without OA and without treatment); CTL-, negative control (with OA and sorbitol treatment); Sham, (simulated
induction of AO); CTL+, positive control (indomethacin); BoEA (ethyl acetate fraction of Bixa orellana); ElAc,
(ellagic acid).

Figure 5 - Radiological and histopathological comparison of the knee joint cartilage of the
right knee of Rattus novergicus after 28 days of treatment with BoEA and EIAc for MIA-
induced OA.



72

I Raio X I Articular cartilage
AP

BoEA 100 mg/Kg | BoEA 50 mg/Kg

o
<
=)
E
o
(2]
Q
<
i

(1A-1G) Representation of anteroposterior radiographic images of the right knee joint. (2A-2G) Histological
representation of medial section of the right knee joint, 40x magnification; the sections were stained with H&E.
(3A-3G) Histological representation of medial section of the knee joint, 4x magnification, the sections were stained
with H&E. Radiological images: White arrow — presence of exuberant marginal osteophytes: Green arrow —
presence of sclerosis of subchondral bone: Blue arrow — areas of erosion in cartilage: Red arrow — presence of
medial dislocation of patella. Histological images: Black arrow — location of cartilage. Green arrow — superficial

zone of cartilage. Blue arrow — mark line. Black circles — chondrocyte cells before and after the mark line.
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Degenerative changes in osteoarthritis (OA) were classified using the guidelines of the Osteoarthritis Research
Society International (OARSI, 2006). Abbreviations: Clean- (without OA and without treatment); CTL-, negative
control (with OA and sorbitol treatment); Sham, (simulated induction of AO); CTL+, positive control

(indomethacin); BoEA (ethyl acetate fraction of Bixa orellana); EIAc, (ellagic acid); H&E, (hematoxylin-eosin).

Figure 6 — A-B Analysis of TNF-a cytokines in sodium monoiodoacetate (MIA) - induced
osteoarthritis in Rattus novergicus after treatment with BoEA and EIAc. B- Analysis of
IL-10 cytokines in sodium monoiodoacetate (MIA) - induced osteoarthritis in Rattus

novergicus after treatment with BoEA and ElAc.
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The levels of TNF-a and IL-10 cytokines in serum were determined using the sandwich ELISA method. (A) TNF-a levels were
statistically significant when comparing the Clean versus CTL- group (*p=0.0001). The CTL- versus the Sham group showed a
statistically significant difference (p=0.0001). CTL- versus CTL+ group (o p=0.0001). CTL- versus BoEA 50 mg/kg (¢ p=0.001).
CTL- versus BoEA 100 mg/kg (o0 p=0.0001). CTL- versus ElAc 50 mg/kg (= p=0.0001). (B) IL-10 levels were significant comparing
CTL- versus CTL+ group (op=0.0001). CTL- versus BoEA 50 mg/kg (¢ p=0.001). CTL-versus BoEA 100 mg/kg (o p=0.0001).
CTL- versus ElAc 50 mg/kg (» p=0.0001). The data are presented as mean * standard deviation of the means (SEM) of three
independent experiments. Statistical analysis was performed using ANOVA and the post-hoc Bonferroni test, with significance of
p<0.05. Abbreviations: Clean- (without OA and without treatment); CTL-, negative control (with OA and sorbitol treatment); Sham,

(simulated induction of AO); CTL+, positive control (indomethacin); BoEA (ethyl acetate fraction of Bixa orellana); ElAc, (ellagic

acid).
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Resumo: FORMULAGCAO ORAL CONTENDO ACIDO ELAGICO, SUAS COMPOSICOES
FARMACEUTICAS E USO. A presente invencao refere-se a aplicacéo de 4cido elagico na preparagéo
de medicamento para inibir a patogenicidade de bactérias presentes em abscessos piogénicos, com
supuracdo e reacdo inflamatéria aguda. A presente invencdo estd inserida no campo da industria
farmacéutica, quimica e veterinaria; composicGes farmacéuticas, de uso oral, preparados a partir do
acido elagico com acdo antibiotica. As formulacGes de uso oral contém compostos inertes que
garantem boa solubilidade do componente ativo, melhor palatabilidade, sabor adocicado, sem alteracdo
do odor original, com elevada biodisponibilidade oral, sem riscos de toxicidade. A invencdo também
fornece uma nova aplicagdo medica do &cido elagico.



FORMULACAO ORAL CONTENDO ACIDO ELAGICO, SUASCOMPOSICOES
FARMACEUTICAS E USO

Campo da invengdo

A presente invencdo estd inserida no campo da industria farmacéutica, quimica e
veterinaria; composi¢des farmacéuticas, de uso oral, preparados a partir do acido elagico com
acdo antibidtica. As formulagdes de uso oral contém compostos inertes que garantem boa
solubilidade do componente ativo, melhor palatabilidade, sabor adocicado, sem alteragéo do odor
original, com elevada biodisponibilidade oral, sem riscos de toxicidade inerente a
antibioticoterapia classica. A invencdo também fornece uma nova aplicagdomédica do acido

elagico.

Estado da técnica e Fundamentos da Invencao

A incidéncia de infeccGes causadas por micobactérias de crescimento rapido vem
crescendo de maneira global nos Gltimos anos. Destas, a Mycobacterium abscessus subsp.
massiliense (Mabs) merece atencédo especial, uma vez que, pode causar infeccdes pulmonares
com rapida perdada funcdo pulmonar, fibrose cistica, infeccdes de pele, pds-cirdrgicas
eperitonite. Sdo de dificil tratamento, sendo naturalmente resistentes a maioria das drogas
antimicrobianas. O esquema farmacoterapéutico mais usualmente empregado é a associacao
entre claritromicina com amicacina ecefoxitina ou imipenem, com falhas estimadas entre 20 e
40% dos casos. Istoocorre em virtude da presenca de uma espessa parede celular rica em
proteoglicano como também a um sistema de bombas de efluxo que protegem essas bactérias
contra substancias téxicas. Em virtude da dificuldade e da importancia do tratamento das
infeccdes causadas pela Mabs torna-se necessaria a busca por novas alternativas terapéuticas,

umavez que, os tratamentos de referéncia apresentam pouca eficacia.

Nesse contexto, o &cido elagico, um fitoquimico de ocorréncia natural encontrado em
uma variedade de espécies de plantas, torna-se elegivel como matéria-prima para a
composicdo de formulagdes farmacéuticas e seuuso para o tratamento de infeccdes. Esse
composto apresenta diversas funcGes para a planta como regular o crescimento da planta e a
germinacdodas sementes e proteger a planta de infeccbes microbianas, envenenamento por
metais pesados e predacdo por insetos e larvas de insetos. Porém, desdeo inicio da década de
1990, a comunidade cientifica vem pesquisando o &acido elagico em diferentes modelos

experimentais e verificaram o vasto potencial desse composto para a saude humana.

Na busca pelo estado da técnica em literaturas cientificas e patentérias,foram encontrados
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0s seguintes documentos sobre o tema:

O documento EP1721532A1, que reivindica um material de suplemento alimentar e
método de sua preparacdo, contendo &cido elagico (isto €, na forma de elagitaninos
biodisponiveis), derivado de materiais vegetais de roma. Mais preferencialmente, o suplemento
alimentar é extraido da semente de rom e contém de cerca de 40% a cerca de 90% de acido
elagico (elagitaninos) e € apresentado para administracdo oral humana como um pdseco

contido em cépsulas de gelatina para consumo diério.

Foi reivindicado em W02016049557A1 que se refere a formulac@es deacido elagico para
realizar testes de coagulacéo, em particular a presente invencgdo consiste em uma composi¢ao
e um processo de preparacdo de acido elagico em um formato soltvel para uso em um teste

de coagulacéo.

Ainda, o pedido US20170367390A1, se refere a produtos alimenticios,cosméticos e / ou
composicdes nutracéuticas e métodos de uso, cujas composicdes podem incluir um composto

di-hidratado de acido eldgico que auxilia na absorcdo de glicose.

Em seguida, o pedido WO2007127263A3, cuja invencdo em questdo foi desenhada para

metabdlitos de elagitanino e seu uso no tratamento ou prevencao de uma doenca neoplasica.

Semelhante a esse pedido, encontra-se 0 CN102670588B, que descreve uma aplicacao
de acido elagico para a preparacdo de um medicamento antiviral. O virus refere-se a um virus
herpes simplex simples e a um virus do papiloma humano. A invencéo divulga ainda uma
composicdo medicinal tendo acido elagico como ingrediente ativo. Abre-se uma nova via para

a aplicacdo do acido elagico.

Em continuidade, o pedido US20150125556A1, cuja invencado reivindica o extrato de
polpa de roma no tratamento dos sintomas da menopausa na mulher, devido a presenca de
grande quantidade de acido elagico. E ainda divulgado um método para melhorar ainda mais
o efeito de tratamento do extrato de roméa sobre os sintomas da menopausa nas mulheres. O

método inclui aumentar o contetido de acido elagico no extratode roma.

Foi reivindicado em US20050238731A1, uma composi¢cdo e método detratamento dos
efeitos de doencas e enfermidades do trato digestivo superior, cuja base da invencdo e método
de tratamento se concentra no usode substancias naturais que exercem varios efeitos na
estrutura e fungdo docorpo, incluindo, mas néo se limitando a neutralizacdo imediata do acido
cloridrico secretado pelo estdbmago humano ou animal, efeitos antioxidantesnos tecidos, acdes
para a erradicacdo de Helicobacter pylori por um mecanismo de inibicdo da funcdo das

bombas de protons gastricas, além deum efeito cronolégico bimodal na reducdo da acidez
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intragéstrica.

Interessantemente, o pedido W02010076913A1, trata de composigdofarmacéutica para
melhorar a sindrome p6s-menopausa compreendendo uma quantidade eficaz de um extrato
da polpa da rom&. Com elevada biosseguranca, podendo ser utilizado em diversas
aplicacbes, como medicamentos, farmacologia e alimentos saudaveis contendo acido elagico
dentre outros componentes, apresentando um excelente efeito na melhora da sindrome pds-

menopausa.

Encontra-se também o pedido CN103622955A, trata da aplicacdo de acido elagico na
preparacdo de medicamentos para o tratamento e prevencdo de infeccBes flngicas do corpo
humano, cuja reivindicacao tratado uso oral e topico do acido elagico para infeccbes

fungicas por Trichophyton rubrum.
Todos os pedidos séo produtos diferentes da presente invencao.
Objetivo da invencao

A presente invengdo tem como objetivo formulacdes de composigcdo farmacéutica que
utilizam é&cido eldgico, com boa palatabilidade eestabilidade, como tratamento alternativo, tdo
eficiente quando comparada a medicamentos descritos na literatura, para obtencdo de
fitoterapicos ou fitofarmacos e seu uso terapéutico do produto na prevencao, tratamento ou

diagndstico de doencas infecciosas. Além de ndo ser agressivo a mucosa gastrica.

Breve descri¢do das tabelas

Tabela 1 — Potencial biol6gico do &cido elagico frente a claritromicina

Composicao CIM CBM (mg/mL)

Acido Elagico 1,56 mg/mL 3,12 mg/mL

Claritromicina* 4,67 pg/mL  >64 mg/mL
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* Concentragdo Inibitdria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima

(CBM) dos diferentes compostos fitoquimicos sobre a Mycobacteria abscessus
subsp. massiliense.. O MIC e 0 CBM da Claritomicina foram obtidos atraves de reviséo
bibliografica sendo dos autores: MUKHERJEE etal., 2017 e TANG et al., 2018,

respectivamente.

Tabela 2 - Previsdo de atividade- ensaio in silico

Acido Ellagico

Atividade Pa Pi

Antibacteriano 0,6 0,
28 035

Antimicobacteriano 0,6 0,
01 08

Hepatoprotetor 0,5 0,
99 012

Pa: Potencial de Atividade; Pi: Potencial de Inatividade. Pa > Pi indicando potencial
biolégico do acido elagico, cujo valor maior que 0,6 sugere intermediaria chance de
demonstrar a atividade. A acdo hepatoprotetora também foi investigada. Embora ndo seja
diretamente relacionada comatividade antimicrobiana, ela foi incluida nesta selecdo, uma
vez, que o antibidtico convencional utilizado para tratar infeccbes mico bacterianas, a

claritromicina, possui efeito adverso de hepatotoxicidade.

Breve Descricdo da Invencao

Trata-se de formulagdes farmacéuticas a base de &cido elagico e seu uso no tratamento,
prevencdo ou diagnostico de doengas infecciosas do tratorespiratdrio. Constatou-se, em nossos
estudos pré-clinicos in vitro e in silico,que o esse fitoquimico apresentou atividades
bactericida e bacteriostatica frente a Mabs, uma baixa toxicidade, sem a presenca de efeitos
mutagénicosou carcinogénicos, além de agdo hepatoprotetora, mostrando-se benéfico em
relacdo a terapia antibiotica atual com claritromicina, sendo, para este farmaco, a

hepatotoxicidade uma reacao adversa medicamentosa esperada.

A vantagem neste invento € principalmente a obtencéo de composicdes farmacéuticas e seu

uso na prevencdo ou tratamento de complicagdesdecorrentes de doencas infecciosas,
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mesmo quando utilizado por um curto tempo de tratamento, mesmo que doses Unicas diarias.
Enfatizando que se trata de uma aplicacdo clinica pioneira para doenca infeciosa por
Mycobacterium abscessus e, portanto, de grande relevancia para a saude publica, de

tratamento estabelecido, nem sempre com eficacia e sempre relacionado a multiresisténcia.

Além de apresentar potencial antioxidante elevado, o acido elagico emanalise in silico
mostrou uma predisposicdo a alta absorcdo intestinal, superior a da claritromicina, além de
ndo possuir a capacidade de atravessara barreira hematoencefalica, descartando possiveis
efeitos sobre o SistemaNervoso Central.

Ainda, quanto a toxicidade do &cido elagico, os ensaios in silicosugerem uma ampla
janela terapéutica, com dose letal 50% (DL50) quatro vezes superior a DL50 da
claritromicina, aliado ao fato que o fitoquimico ndo possui potencial mutagénico,
carcinogénico, irritativo, ou ainda quaisquer efeitos deletérios ao sistema reprodutor.

Descricéo detalhada da invencéo

Os exemplos aqui mostrados tém o intuito somente de exemplificar uma das inimeras

maneiras de se realizar a invencdo, contudo, sem limitar o escopo dela.

A presente invencgdo refere-se as formulagdes farmacéuticas solida obtida a partir do
acido elagico, sendo na forma de capsulas gelatinosas, de acordo com as técnicas

farmacotécnicas classicas, de tal forma que cada formulacdo contém a composicao seguinte:

Capsulas:

Acido elagico 0,01 a 1500 mg
Excipiente* g.s.p 50 a 1000 mg
*gelatina vegetariana, glicerina e agua

A presente invencao refere-se as formulagdes farmacéuticas liquidas na forma de
suspensdes ou solucdes, de acordo com as técnicas farmacotécnicas classicas, de tal

forma que cada formulagdo contém acomposicdo seguinte:

Suspensoes:

Acido elagico 0,1 a 1500 mg

Excipiente* g.s.p 10 a 200 ml
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Solucoes:

Acido elagico 0,1 a 1500 mg
Excipiente* g.s.p 10 a 200 ml

*sorbitol, xilitol, manitol, sacarina, xilitol, sorbitol, maltitol, manitol, eritritol, lactol
e isomalte ou 6leo de milho, 6leo de ricino ou Gleo de girassol.carboximetilcelulose e

agua

As suspensdes e solucbes poderdo ser utilizadas como medicamento adulto e pediatrico
com ajuste de dose de acordo com o peso do paciente, sendo recomendavel a administragao

diaria de até 200 mg/Kg, em dose Unica diria.

Outras formas de apresentacdo poderdo futuramente ser produzidas eutilizadas, sem que

com isso se fuja do escopo da protegéo pretendida.

REIVINDICACOES

1. Composicdes farmacéuticas, caracterizadas por compreender de 0,1 a 1500 mg de

acido elagico, contendo 50 a 1000 mg e/ou 10 a 200 ml deexcipiente farmacologicamente
aceitavel, podendo se apresentar nas formasde capsulas, suspensdes ou solugdes.

2. Composicdes farmacéuticas, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada por

compreender:
Cépsulas:
Acido elagico 0,1 a 1500 mg
Excipiente g.s.p 50 a 1000 mg

3. Composig¢des farmacéuticas, de acordo com a reivindicacao 2, caracterizada por sua

capsula conter como excipientes gelatina vegetariana,glicerina e agua.

4. Composi¢des farmacéuticas, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizada por

compreender:
Suspensdes:

Acido elagico 0,1 a 1500 mg
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Excipiente g.s.p 10 a 200 ml

5. Composicoes farmacéuticas, de acordo com a reivindicacdo 1,

caracterizada por compreender:
Solucdes:
Acido elagico 0,1 a 1500 mg
Excipiente g.s.p 10 a 200 mi

6. Composicoes farmacéuticas, de acordo com as reivindicacdes 4 e 5, caracterizada
pelo fato de que o excipiente pode ser componente sacarose ou equivalente farmacéutico
xilitol, sorbitol, maltitol, manitol, eritritol, lactol e isomalte ou 6leo de milho, 6leo de ricino

ou Oleo de girassol e carboximetilcelulose.

7. Composicoes farmacéuticas, de acordo com as reivindicacOes de 1 a 6, caracterizada
pelo fato de que é um medicamento para tratamento e prevencdo de infeccGes hospitalares nos

pulmdes, pele e tecidos moles.

RESUMO

FORMULACAO ORAL CONTENDO ACIDO ELAGICO, SUASCOMPOSICOES
FARMACEUTICAS E USO

A presente invencdo refere-se a aplicacdo de acido eldgico napreparacdo de
medicamento para inibir a patogenicidade de bactérias presentes em abscessos piogénicos,
com supuracéo e reacdo inflamatdriaaguda. A presente invencdo esta inserida no campo
da industria farmacéutica, quimica e veterinaria; composi¢des farmacéuticas, de uso oral,
preparados a partir do &cido eldgico com acdo antibidtica. As formulagcfes de uso oral
contém compostos inertes que garantem boa solubilidade do componente ativo, melhor
palatabilidade, sabor adocicado, sem alteracdo do odor original, com elevada
biodisponibilidade oral, sem riscos de toxicidade. A inveng¢do também fornece uma nova

aplicagdo médica do &cido elagico.
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Assinado
Digitalmente

INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL
EXAME PRELIMINAR

N.° do Pedido: BR102022002395-6 N.° de Deposito PCT:

Data de Depdésito: 08/02/2022

O pedido atende formalmente as disposicdes legais, especialmente quanto ao
Art. 19 daLPI e o Instrucdo Normativa n® 31/2013, estando apto a ser protocolado.

Condicbes do Pedido S N

Requerimento de depésito com os campos obrigatérios| X

preenchidos
Idioma Portugués

Relatério Descritivo

Reivindicacoes

x| X| X| X

Pl e C — Apresenta desenhos citados ou ndo cita nem apresenta
desenhos.
MU — Apresenta desenhos.

X

Resumo

Formatado no padréo exigido

Valor correto de Recolhimento

Rio de Janeiro, 7 de marc¢o de 2022.

Patricia Paiva Carvalho
Mat. N° 1535837
DIRPA/ COSAP/SEFOR
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