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RESUMO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune que afeta as articulagBes diartrodiais.
Acredita-se que as interacOes entre varios fatores levam a uma imunomodulacdo inadequada e
resultam em um processo inflamatorio resultando em danos as estruturas sinoviais.
Independentemente do gatilho exato, as espécies reativas de oxigénio (EROS) foram implicadas
em desempenhar um papel importante neste processo. A AR é uma das condi¢6es que induzem
0 estresse oxidativo (EO), apresentando aumento de cinco vezes na producdo de EROS em
comparacdo com individuos saudaveis, sugerindo que o EO é uma marca patogénica na AR.
Diante do contexto apresentado, o trabalho avaliou a atividade antioxidante in vitro de farmacos
comumente utilizados no tratamento da AR, para controle dos sintomas e outros utilizados para
modulacdo do curso da doenca, como: Sulfassalazina 500mg, Hidroxicloroquina 400mg e
Leflunomida 20mg. O estudo analisou a capacidade desses medicamentos em remover radical
2,2'-azino-bis (&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS+) e identificar qual deles obteve
um maior desempenho no papel antioxidante, contribuindo para a escolha terapéutica entre
esses medicamentos. Segundo os dados obtidos todos 0os medicamentos apresentaram atividade
antioxidante, sendo a Hidroxicloroquina o medicamento de melhor eficacia apresentando um
IC50 de 35,921 mg/mL, ja a Sulfassalazina apresentou IC50 foi de 0,783 mg/mL e a
Leflunomida um IC50 foi de 35,921 mg/mL. Embora alguns estudos ja tenham apontado para
essa direcdo, a literatura carecia de um estudo comparativo entre 0s medicamentos para AR,
bem como de uma discussdo sobre as hipoOteses que poderiam explicar 0s mecanismos
antioxidantes desses medicamentos.
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ABSTRACT

Rheumatoid arthrits (RA) is an autoimune disease that affects diarthrodial joints. It is believed
that interactions between various factors lead to improper immunomodulation, resulting in an
inflammatory process that demages synovial structures. Regardless of the exact trigger, reactive
oxygen species (ROS) have been implicated in playing a key role in this process. RA is one of
the conditions that induce oxidative stress (OS), showing a fivefold increase in ROS production
compared to healthy individuals, suggesting tha OS is a pathogenic hallmark in RA. In this
context, the presente study evaluated the in vitro antioxidante acticity of drugs commonly used
in the treatment of RA to control symptoms and others used to modulate the course of the
disease, including: Sulfasalazine 500mg, Hydroxychloroquine 400mg, and Leflunomide 20mg.
The study analyzed the ability of these drugs to scavenge the 2,2°-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) radical and determined which exhibited the best
antioxidante performance, contributing to therapeutic choices among theses drugs. According
to the data obtained, all the drugs demonstrated antioxidante activity, with Hydroxychloroquine
being the most effective, presenting na IC50 of 35.921mg/ml. Sulfassalazine showed na IC50
of 0,783mg/ml, and Leflunomide an IC50 of 35.921mg/ml. Although some Studies had
previously pointed in this direction, the literature lakced a comparative study among these RA
drugs as well as a discussion on hypotheses that could explain the antioxidante mechanisms of
these medications.

Keywords: antioxidants; rheumatoid arthrits; oxidative stress.
1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca autoimune e inflamatdria cronica que afeta
principalmente as articulacdes e esta associado a diversos sintomas, como dor intensa, rigidez
e edema, possuindo potencial de dano articular irreversivel. Doencas autoimunes ocorrem
quando o sistema imunoldgico do corpo, ao invés de proteger contra invasores externos ataca
erroneamente tecidos saudaveis, no caso as membranas sinoviais das articulacbes, e como
resultado ha sinais de inflamacdo, dor e danos ao tecido, comprometendo diretamente a
mobilidade e qualidade de vida dos pacientes (Abbas et al., 2014). De acordo com o estudo de
Abbas et al. (2014) realizado no Brasil, a prevaléncia da AR é de 0,46% e com maior
predominio em mulheres e em adultos na faixa dos 30 aos 50 anos, embora possa surgir em
qualquer idade.

Estudos tém encontrado relagdo do processo inflamatoério da AR com a identificagdo
de citocinas inflamatorias que direcionam a inflamacg&o sinovial crénica, como o fator de

necrose tumoral-alfa (TNF-a), a interleucina-1 (IL-1) e a interleucina-6 (IL-6), que
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desempenham papéis centrais na perpetuacdo da inflamacéo sinovial e na destruicéo tecidual
(Sanchez-Ramon et al., 2011). Se uma determinada condigdo induz um desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes, onde os oxidantes sdo favorecidos, uma interrupcéo da sinalizacao
redox € produzida e um controle e/ou dano molecular ocorre. Este estado celular denominado
estresse oxidativo (EO) pode resultar de um excesso de oxidantes, deficiéncia de antioxidantes
ou ambas as condicdes. Esse processo inflamatério exagerado na AR contribui para o aumento
do EO no organismo, gerando um ambiente favoravel a destruicdo articular, afetando ainda
tecidos circundantes (Barbosa et al., 2010).

Sabe-se que os neutréfilos geram grandes quantidades de espécies reativas de
oxigénios (EROs) e sdo as células mais abundantes no liquido sinovial de pacientes com AR,
onde geram niveis mais elevados de ERO total e radicais hidroxila, cujos niveis se
correlacionam com o escore de atividade da doenca, que € o fator clinico mais comum usado
para determinar a gravidade dos sintomas da AR. Os neutréfilos também s&o a principal fonte
de moléculas pré-oxidativas, como a mieloperoxidase (MPO), cujos niveis se correlacionam
com 0s niveis das citocinas pro-inflamatérias 1L-8 e IL-18 na AR. O tratamento padrdo para
AR leva a uma diminuicdo nos niveis de MPO e dessas citocinas, apoiando a observacdo de
que a inflamagdo e o EO ocorrem juntos durante a AR (Toukap et al., 2014).

Além disso, o EO esta associado com a progressao da doenca, como os neutréfilos
geram uma grande quantidade de EROs, a sua ativacao € importante para o inicio do EO, que €
definido como uma mudanc¢a no equilibrio redox em direcdo as reacGes oxidativas. Como
resultado, as EROs interagem com proteinas, acidos nucléicos e principalmente lipidios,
causando modificagbes oxidativas em sua estrutura. Uma das consequéncias metabdlicas
significativas é a peroxidacdo dos fosfolipidios da membrana com aumento da producdo de
aldeidos reativos (Jaganjac et al., 2016), levando a sérios distarbios metabdlicos resultando em
celular. As EROs também levam a ativacado de fatores de transcri¢do que modulam a biossintese
de proteinas antioxidantes e fatores pro-inflamatorios, resultando em uma piora do quadro
inflamatdrio e auxilio na progressdo das doencas imunolégicas (Toukap et al., 2014).

EROs sdo radicais derivados de oxigénio e incluem o radical superdxido (02 —),
radical peroxil (ROQe¢), radical peridroxil (HO2 ) e radical hidroxil (*OH), e espécies nao
radicais livres, como perdxido de hidrogénio (H202) e oxigénio singlete (102) que séo
facilmente convertidos em radicais livres. Oxido nitrico (NOs), diéxido de nitrogénio (NO2 )

e peroxinitrito (OONO-—) representam as espécies reativas de nitrogénio (RNS) mais

Rev. Terra & Cult., Londrina, v. 41, e3244, 2025




Revista Terra & Cultura: Cadernos de Ensino e Pesquisa
ISSN 2596-2809

importantes. Essas espécies quimicas contém um ou mais elétrons desemparelhados na camada
orbital mais externa e sdo chamadas de radicais livres. Eles sdo instaveis, altamente reativos e
de vida curta. Os radicais livres podem abstrair elétrons de outros compostos para atingir a
estabilidade; assim a molécula atacada perde seu elétron e se torna um radical livre, iniciando
uma cascata de reagdo em cadeia (Quifionez-Flores et al., 2016).

Em condigdes fisioldgicas, as ROS sdo necessérias para manter o estado redox da
célula e desempenham um papel na sinalizacdo celular, diferenciacdo, proliferacéo,
crescimento, apoptose, regulacéo citoesquelética e fagocitose. No entanto, se as concentracdes
de ROS forem aumentadas além das condices fisioldgicas, elas podem danificar componentes
celulares, como os lipidios nas membranas celulares, e também proteinas e &cidos nucleicos
(Barbosa et al., 2010; Klisic et al., 2024).

A resposta antioxidante enzimatica é realizada pela superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e enzimas relacionadas a glutationa (GSH) (glutationa peroxidase [GPx],
glutationa redutase [GR] e tiorredoxina redutase). Além disso, a resposta antioxidante néo
enzimatica inclui a acdo de vitaminas (A, C e E), B-caroteno, minerais antioxidantes (cobre,
ferritina, zinco, manganés e selénio) e L-y-glutamil-L-cisteinilglicina (GSH), que é a defesa
antioxidante ndo enzimética mais importante (Quifionez-Flores et al., 2016).

Estudos tém mostrado que EROs podem ativar a cascata de inflamacao por meio da
inducdo de fatores de transcricdo, como o NF-kB (fator nuclear kappa B), que regula a
expressao de citocinas inflamatérias e amplifica ainda mais a resposta inflamatéria na AR.
Além disso, 0 EO perpetua o quadro inflamat6rio ao estimular a producdo de citocinas pré
inflamatorias, com TNF-a, IL-1 e IL-6 (Heinz et al., 2006). Nesse sentido, os antioxidantes tém
se mostrado eficientes, onde desempenham um papel na interrupcdo desse ciclo, podendo
diminuir o EO e consequentemente a resposta inflamatdria de doencas (Allegra; Tesoriere,
2022).

Os tratamentos de doencas autoimunes ainda sdo discutiveis e sdo atualizados com
frequéncia, porém no caso da AR alguns medicamentos sdo utilizados para o controle dos
sintomas e outros utilizados para modulacdo do curso da doenca. Os principais medicamentos
estdo na base do CONITEC (Comissdo Nacional de Incorporagdo de Tecnologias no SUS)
disponibilizados pelo Sistema Unico de Satde (SUS) (Abbas et al., 2014).

Os medicamento utilizados para tratamento e que serdo analisados nesta pesquisa, sao:

hidroxicloroquina, utilizada para diminuir a inflamacdo e dor pois atua principalmente nos
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macrofagos e nas células dendriticas, inibindo a apresentacdo de antigenos; sulfassalazina,
imunorreguladora ao reduzir a producéo de linfocitos T e anticorpos, além de inibir mediadores
inflamatdrios e regular a expressao de genes inflamatorios, e por ultimo, a leflunomida utilizada
para retardar a doenca ao inibir as pirimidinas presentes nas células imunes reduzindo a
proliferacdo de linfocitos (Heinz et al., 2006).

Além de seus efeitos anti-inflamatérios, evidéncias emergentes sugerem que esses
medicamentos podem apresentam propriedades antioxidantes, potencializando seus efeitos
terapéuticos ao atenuar o EO e proteger os tecidos articulares de danos adicionais (Klisic et al.,
2024).

Existe uma variedade de radicais livres e cada um pode atuar de maneiras diferentes
nos organismos vivos e in vitro. Devido a isso, a criacdo de um método Unico capaz de mensurar
a capacidade antioxidante ou quantificar antioxidantes especificos de maneira precisa, exata e
simples é muito dificil. Sendo assim existem varios métodos, dentre eles os colorimétricos,
como o 2,2-difenil-1-1picril-hidrazil (DPPH), feeric reducing antioxidante power (FRAP) e
2,2’-azino-bis (&cido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS+) (Benzie; Strain 1996; Re, et
al., 1999; Molyneux, 2004; Lazzari et al., 2021).

O ensaio ABTSe+ ¢é baseado na propriedade dos antioxidantes em sequestrar 0 anion
radical de longa vida ABTSe+. Neste ensaio o ABTSe ¢ oxidado pelo radical peroxil ou outros
oxidantes para seu radical cation, ABTS++, que ¢ intensamente colorido, e a capacidade
antioxidante € medida pela propriedade que o composto em teste possui em decrescer a cor,
deixando-a mais clara, reagindo diretamente com o radical ABTSe+ (Figura 1). De acordo com
0 poder antioxidante da amostra, observa-se uma diminuicdo do valor das leituras (Sanchez-
Gonzales et al., 2005).

Figura 1 - Estabilizag¢do do radical ABTS + por um antioxidante e sua formacao pelo persulfato
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Fonte: Borges et al. (2011).
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Portanto este estudo visa avaliar a eficacia antioxidante do tratamento farmacoldgico
convencional da AR, buscando melhorar o entendimento da acéo desses medicamentos sobre o
EO em doencas cronicas, na busca de contribuir na minimizacéo da progressdo da doenca,
promovendo uma melhora significativa na qualidade de vida dos pacientes (Macdonald-Wicks
et al., 2006).

O trabalho buscou verificar a capacidade antioxidante in vitro dos medicamentos mais
utilizados pelos pacientes com AR, sendo eles a Leflunomida 20mg, Sulfassalazina 500mg e
Hidroxicloroquina 400mg, todos disponibilizados no SUS. O objetivo da pesquisa foi descrever
a fisiopatologia da AR e sua relagédo com o EO elevado; verificar capacidade antioxidante in
vitro dos medicamentos usados no tratamento da AR através da capacidade removedora do
radical ABTS+ e identificar qual deles obteve um maior desempenho no papel antioxidante,

contribuindo para a escolha terapéutica entre esses medicamentos.
2 MATERIAIS E METODOS
2.1 REAGENTES

Os farmacos utilizados foram: Sulfassalazina 500mg (azulfim do laboratério APSEN),
Hidroxicloroquina 400mg (genérico do laboratério SEM) e Leflunomida 20mg (manipulado na
farmacia magistral Bioférmula de Rolandia). Os farmacos foram macerados e dissolvidos em
dimetilsulfoxido (DMSO: Synth, Brasil). O reagente utilizado para os ensaios foi: 2,2'-azinobis
(3-etilbenzotiazolina 6-acido sulfonico) (ABTS), da Sigma-Aldrich, EUA. Todos os outros

reagentes eram do mais alto grau disponivel comercialmente.
2.2 ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

Para as metodologias de ABTS, ap6s macerados, os farmacos foram diluidos com o
menor volume possivel do diluente. Para encontrar o valor de 1C50 (concentracdo inibitoria
média), & necessario que exista varias concentra¢des, que sdo aumentadas gradualmente para
obter os valores da % de inibicdo. Cada medicamento, dependendo da sua caracteristica e do
seu comportamento mediante a técnica selecionada, vai utilizar concentragdes mais espacgadas

ou mais proximas. Ou seja, cada medicamento se comporta de uma forma nas metodologias de
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capacidade antioxidante. Dependendo do medicamento, concentragao e potencial antioxidante,
por mais que se concentre o fArmaco, ele ndo apresentara atividade na metodologia. Portanto, é

necessario ter discernimento e conhecimento para realizar essas metodologias.
2.3 CAPACIDADE DE SEQUESTRAR RADICAIS LIVRES

A capacidade de sequestrar radical livre ABTS+ (2,2°, azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6-acido sulfénico) sera realizada de acordo com a metodologia descrita por Sanches-Gonzales
et al. (2005). Antes da andlise, foi preparada a solu¢cdo ABTS 7mM com persulfato de potassio
2,45mM, no escuro com antecedéncia de 16 horas. Esta solu¢do foi diluida com tampéo fosfato
de sodio (pH 7,4) até apresentar absorbancia 0,7 + 0,02 a 730nm, seguindo para adi¢do de 10ul
da amostra e 4mL da solucdo diluida de ABTS.

Neste ensaio 0 ABTS é oxidado pelo radical peroxil ou outros oxidantes para seu radical
cation, ABTS+e, que ¢ intensamente colorido, ¢ a capacidade antioxidante ¢ medida pela
habilidade que o composto em teste possui em decrescer a cor reagindo diretamente com 0
radical ABTS+e. Esta atividade foi calculada pela porcentagem de inibigdo da atividade do
radical ABTS+e utilizando a Equacgdo I. Como descrito na metodologia a reagdo foi realizada
ao abrigo da luz e com periodo de incubacdo de 6 minutos. Apos a incubagdo foi feita a leitura
das amostras em espectrofotometro Evolution™ 201, ThermoFisher Scientific, no
comprimento de onda de 730nm. A supressdo do radical colorido no meio reacional foi

monitorizada diminuindo a absorbancia utilizando tampéo fosfato 0,1M como branco.
Equacdo I: % de atividade = [1-(absorbancia da amostra/absorbancia do controle)] x 100.
2.4 ANALISE ESTATISTICA

A concentracdo in vitro Sulfassalazina, Hidroxiclorogquina e Leflunomida que causou
50% da eliminacdo de ABTS foi considerada a concentracao inibitoria média (IC50). A IC50
foi determinada pelo software GraphPadPrism®, versdo 10, usando curva hiperbolica
(hipérbole de ligacdo de um sitio). Os resultados da atividade antioxidante sdo apresentados
como médias + erro padrao da média (SEM). Os resultados foram considerados estatisticamente

significativos se P < 0,05.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No ensaio ABTS+, todos os medicamentos testados sequestraram o radical ABTS+
carregado positivamente de uma maneira dependente da concentracdo. O ensaio com
leflunomida (Figura 2A) resultou em uma linearidade de R2? 0,9866 entre 49,87 a 952,38
mg/mL. A atividade mé&xima foi constatada como sendo 54,17% na concentragdo de 952,38
mg/mL e IC50 foi de 35,921 mg/mL.

O ensaio com sulfassalazina mostrou uma linearidade R? 0,9898 entre 0,374 a 6,178
mg/mL. A atividade maxima foi constatada como sendo 67,61% na concentragdo de 6,178
mg/mL e IC50 foi de 0,783 mg/mL (Figura 2B). Ja a hidroxicloroguina demonstrou uma
linearidade de R2 0,9950 entre 0,039 a 0,595 mg/mL. A atividade maxima foi constatada como

sendo 65,73% na concentracao de 0,595 mg/mL e IC50 foi de 0,113 mg/mL (Figura 2C).

Figura 2 - Atividade de eliminacdo de radicais livres de Leflunomida (A), Sulfassalazina (B) e
Hidroxicloroquina (C) no ensaio ABTS+.
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Fonte: Autor proprio.
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Os dados sdo médias + erro padrdo médio (SEM) de valores triplicados e sdo
apresentados como porcentagem de inibicdo em relagéo ao controle.

A leflunomida (figura 3) atua inibindo a proliferacdo de linfocitos T. A droga inibe a
enzima diidroorato desidrogenase (DHODP), impedindo a sintese de pirimidinas dos linfdcitos.
Essas pirimidinas sdo essenciais no processo de expansao clonal dos linfocitos, desta maneira,
quando ha um declinio na produgdo de pirimidinas, consequentemente hd um declinio na
proliferacdo dos linfocitos T (Heinz et al., 2006).

Muitos radicais livres produzidos pelo EO levardo a oxidacdo de varias substancias no
corpo. O nivel de malondialdeido (MDA) aumenta nos corpos dos pacientes com artrite
reumatoide devido ao excesso de espécies reativas de oxigénio, e o sistema superdxido
dismutase (SOD) é interrompido, o que enfraquece o antioxidante das defesas do corpo, bem
como exacerba a perda dssea.

Além disso, 0 EO e o metabolismo energético do tecido sinovial em individuos com AR
estdo intimamente relacionados. Estudos que investigam a ligagdo entre estresse oxidativo,
antioxidacdo da SOD e monitoramento em pacientes com AR podem, consequentemente,
revelar o processo patogénico da artrite reumatoide e levar a descoberta de novos medicamentos
anti-artrite reumatoide (Weber Fell, et al., 2022).

A presenca de um grupo isoxazol na sua estrutura, que corresponde a um anel
heterociclico composto por nitrogénio (N) e oxigénio (O), elementos altamente eletronegativos,
0 que influencia sua capacidade de interagir eletronicamente com outras moléculas. A
eletronegatividade desses atomos cria uma distribuicao de carga polarizada dentro do anel, com
0 oxigénio puxando densidade eletrdnica devido a sua alta eletronegatividade. Essa polarizacdo
pode tornar o isoxazol menos propenso a doar elétrons diretamente, pois a presenca de oxigénio
e nitrogénio promove mais uma natureza eletronegativa ao anel, ao invés de eletropositiva
(Jayaroopa, 2013).

Em muitos casos, compostos com o grupo isoxazol ndo sdo doadores de elétrons no
sentido classico, mas eles podem estabilizar estados eletrdnicos ou interagir com radicais livres
em sistemas antioxidantes. Por exemplo, sua presenca em compostos antioxidantes tende a
estabilizar espécies reativas através de ressonancia e redistribuicéo eletronica, em vez de doar
elétrons diretamente como fariam compostos com grupos fendlicos. Essa redistribuicdo de
carga permite que o isoxazol ajude na neutralizacdo de radicais livres sem precisar "doar"

elétrons de forma convencional (Jayaroopa, 2013).
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Assim, a atividade antioxidante dos compostos de isoxazol se deve mais a estabilizacao
dos radicais livres atraves de ressonéncia e redistribuicdo da densidade eletrénica do que a
doacdo direta de elétrons. Derivados do isoxazol sdo muito utilizados no mercado como

inibidores da COX-2 (ciclooxigenase-2) e anti-inflamatdrio (Jayaroopa, 2013).

Figura 3 - Estrutura quimica do leflunomida.
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Fonte: Autor préprio.

A figura 4 corresponde a molécula da sulfassalazina, que possui tanto a presenca de
grupos fendlicos, ou seja, anel benzénico ligados a hidroxilas (OH), quanto &cidos carboxilicos,
compostos organicos que possuem o grupo funcional carboxila (-COOH), ambos apresentam a
capacidade de doar elétrons e neutralizar radicais livres. Além disso, é possivel associa-la com

a regulacdo da expressao de genes associados a defesa antioxidante (STOLL et al., 2017).

Figura 4 - Estrutura quimica da Sulfassalazina.
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Fonte: Autor proprio.
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A sulfassalazina ainda apresenta um mecanismo de acdo desconhecido, porém, com
estudos feitos em modelos in vitro de animais, pode se relacionar o seu efeito com as
propriedades imunossupressoras e com sua afinidade com os tecidos conjuntivos. A degradacédo
do farmaco em mesalazina inibe a sintese da interleucina 1, principal proteina pro-inflamatdria,
contribuindo para a diminuicdo da inflamagdo. A sulfapiridina, também liberada com a
degradacédo do farmaco, tem acdo imunomoduladora ao inibir a produgdo de prostaglandinas,
que sao responsaveis por mediar proteinas pro-inflamatorias e levar a formacao da COX-2 que
é responsavel por causar os sintomas da inflamacéao (Heinz et al., 2006).

A hidroxicloroquina (figura 5) é uma versédo hidroxilada da cloroquina, um derivado da
quinina, que foi usada clinicamente pela primeira vez por suas propriedades antimalaricas. Na
década de 1950, surgiram evidéncias do beneficio terapéutico da hidroxicloroquina no IUpus
eritematoso sistémico (LES) e na artrite reumatoide. A hidroxicloroquina agora é considerada
um tratamento bem tolerado e eficaz para essas condi¢des. Embora amplamente prescrita, ainda
ndo temos uma imagem completa de como esse medicamento funciona nas células
imunolodgicas humanas (Schrezenmeier; Dorner, 2020).

Heinz et al. (2006) correlacionou a acdo da hidroxicloroguina com o actmulo
intralisossomal, estabilizando as membranas lisossomais e inibindo as enzimas lisossomicas,
além de bloquear a acdo fagocitéria de polimorfonucleares. Por outro lado, vérias linhas de
evidéncia sugerem que a eficacia da hidroxicloroguina em condi¢des autoimunes pode ser
mediada por efeitos na imunidade inata e adaptativa. Em células imunes inatas, acredita-se ha
muito tempo que a hidroxicloroquina se acumula em compartimentos &cidos (ou seja,
endossomos e lisossomos ou endo-lisossomos), onde inibe o processamento e a ativacdo de
receptores toll-like (TLRs) sensiveis a acidos nucleicos ao aumentar o pH (Park et al., 2008;

Schrezenmeier; Dorner, 2020).

Figura 5 - Estrutura quimica da Hidroxicloroquina.
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Analisando a estrutura quimica do farmaco, representado pela figura 4, a presenca do
grupo hidroxila (-OH) e aminas podem contribuir para a sua capacidade de neutralizar radicais
livres. Grupos -OH podem doar hidrogénios para espécies reativas, neutralizando-as, enquanto
grupos aminas podem estabilizar radicais atraves de interacdes ressonantes, ajudando a proteger
células de danos oxidativos em algum grau. Essa atividade antioxidante, embora moderada,
pode auxiliar na reducdo de inflamagdes e estresse oxidativo, especialmente em doencas
autoimunes e inflamatorias (Cramer et al., 2019).

Ademais, a hidroxicloroquina também tem propriedades quelantes, prevenindo a
formagé&o de radicais livres catalisados por metais e a medicagdo tem sido relatado por inibir a
formacédo de EROs, reduzindo o EO (Jia et al., 2020).

Segundo o estudo clinico de Ahmed e Althanoon (2022), no qual foi analisado 80
pacientes com artrite reumatoide sob intervencdo com hidroxicloroquina e 80 pacientes
utilizando placebo, a hidroxicloroquina demonstrou ter propriedades antioxidantes e retardar o
curso da doenca. Todos os individuos tiveram seu indice de peroxidacdo lipidica,
malondialdeido e atividade antioxidante total, superoxido dismutase e niveis de glutationa
examinados. Os pacientes com artrite tratados com hidroxicloroquina apresentaram niveis
significativamente mais altos de atividade antioxidante total e niveis mais baixos de
peroxidacao lipidica do que pacientes que ndo foram tratados com hidroxicloroquina.

Um estudo epidemiolodgico feito através de um questionario correlacionando a AR com
dados demograficos, histérico médico, uso de terapia hormonal, historico de fumo e outros
fatores de estilo de vida tém demonstrado correlacdo inversa entre os niveis de exposi¢do a
antioxidantes. Esses estudos observaram a hipétese de que alimentacdo balanceada e
suplementacdo de antioxidantes poderiam impedir o desenvolvimento ou agravamento da
doenca, pois tem sido relatado que pacientes com AR possuem niveis mais baixos de
antioxidantes, incluindo vitamina C, vitamina E, betacaroteno, selénio e zinco quando
comparados com pacientes controles (Bruna et al., 2014)

Alguns estudos associam a condicdo antioxidante com a capacidade de doar elétrons ou
moléculas de hidrogénio, transferindo essa molécula a outro composto quimico e
consequentemente reduzindo e eliminando os radicais livres existentes (Barbosa et al., 2010;
Sucupira et al., 2012).

Os graficos apresentados na figura 1, que representam os resultados obtidos no teste

ABTS nos medicamentos, mostram uma relacdo dose-resposta entre a concentragdo do
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medicamento e a atividade antioxidante, o que significa que quando a concentracdo do
medicamento aumenta, a sua atividade antioxidante também aumenta e essa relacdo é diferente
em cada medicamento.

O valor de R 2indica o coeficiente de determinacéo, e o fato de todos os valores estarem
proximos a 1 nos revela que os dados se ajustam bem ao modelo da curva matemaética
hiperbodlica, traduzindo em uma maior confiabilidade nos resultados obtidos
experimentalmente.

Com nossos resultados, foi possivel concluir que apesar dos trés medicamentos
apresentarem capacidade de sequestrar radicais livres, dentre os valores obtidos aquele que
apresentou melhor atividade antioxidante foi a hidroxicloroquina (IC50: 0,113 mg/mL) se
fazendo mais eficiente no teste ABTS, indicando que é necessaria uma menor quantidade de
dose medicamentosa para atingir a metade da inibicao de radicais livres.

A estrutura da hidroxicloroquina confere capacidade de doagdo de elétrons, no caso, 0
grupo hidroxila e amina primaria e secundaria entram em ressonancia por conta do anel
aromatico, liberando com maior facilidade o hidrogénio (ou elétron), sendo assim, capaz de
neutralizar o radical ABTS. Além disso, o anel aromatico confere uma maior capacidade de
desativar radicais livres apés essa doacdo de elétrons. O medicamento também apresenta uma
alta estabilidade em solucdo aquosa, permitindo uma melhor interacdo com os radicais ABTS.
Como visto que a AR tem relacdo com o EO, pode-se conferir ao medicamento, uma posi¢édo
de relevancia no tratamento da doenca, podendo contribuir para a melhora de quadros
inflamatorios e nos sintomas apresentados.

No caso da sulfassalazina, que apresentou o segundo melhor valor de 1C50 (0,783
mg/mL), a hidroxila e o &cido carboxilico liberam grupos abonador, porém em menor
guantidade, dificultando a liberacdo do hidrogénio se tornando mais eletronegativo,
configurando em maior dificuldade em doar elétrons. O grupo fenol também é capaz de doar
elétrons e neutralizar os radicais livres, porém, para a liberacdo da fracdo acido 5-
aminossalicilico (5-ASA) o medicamento precisa ser metabolizado por enzimas bacterianas
presentes no intestino, ndo ocorrendo no teste in vitro realizado, apresentando um potencial
antioxidante incompleto por depender de metabdlitos para exercer seu efeito.

A leflunomida se mostrou menos eficiente quando se trata de atividade antioxidante,
pois de acordo com o teste, foi necessaria uma maior quantidade de medicamento para atingir

metade dos efeitos inibitdrios. Em relagdo a eliminagdo de radicais livre, a leflunomida ndo
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apresenta efeitos terapéuticos favoraveis. A leflunomida ndo apresenta grupos funcionais que
possam interagir com EROS ou radicais livres, reduzindo a capacidade direta de neutralizar o
radical ABTS. O medicamento mostra-se mais eficiente ao atuar na modulacdo do sistema

imunolodgico do que no combate direto ao EO.

4 CONCLUSAO

Dentre os medicamentos analisados no teste ABTS — leflunomida, hidroxicloroquina
e sulfassalazina - todos os trés obtiveram resultados satisfatérios quanto a atividade
antioxidante, entretanto, aquele que obteve um melhor resultado foi a hidroxicloroguina, com
um IC50 de 0,113mg/ml, se mostrando mais eficiente quanto a eliminacgdo de radicais livres.

O presente trabalho, apesar de trazer resultados esperados e satisfatorios ainda
apresenta certas limitagdes por se tratar de um experimento in vitro, como no caso da
leflunomida que necessita de metabdlitos liberados no organismo para ter uma melhor eficécia,
e ndo pode refletir diretamente em efeitos apresentados in vivo. Diante de tais limitagdes, faz-
se necessario uma busca adicional nos medicamentos citados, partindo de outros testes in vitro
e in vivo para que se possa comparar tais resultados e valida-los.

Sabe-se que 0 EO esta associado com a AR e sua progressdao devido a ativacao e
presenca de citocinas e radicais livres presentes no organismo, principalmente na articulacéo
sinovial, portanto, o resultado obtido reforca o potencial da hidroxiclorogquina ao atuar como
antioxidante e que possa ajudar no curso da doenca e na melhora dos sintomas.

Esse estudo sugere que a acdo antioxidante pode ser um fator crucial na escolha do
tratamento da AR, contribuindo para a ampliacdo do conhecimento e de novos estudos
correlacionando os efeitos da acdo antioxidante na melhora da doenca. A investigacdo pode
contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias mais personalizadas como foco nos

danos causados pelo EO.
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