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RESUMO

O presente estudo teve como finalidade analisar a capacidade de neutralizacdo de radicais livres
de farmacos amplamente empregados no tratamento da artrite reumatoide, considerando a
influéncia do estresse oxidativo na patogénese da doenga. Foram avaliadas, por meio do ensaio
ABTS+, as atividades antioxidantes da hidroxicloroquina, sulfassalazina, e leflunomida,
utilizando farmacos dissolvidos em dimetilsulféxido e submetidos a condigdes experimentais
controladas para a determinagdo dos valores de IC50. Através dos resultados adquiridos no final
do experimento foi possivel notar que os firmacos eliminaram o radical ABTS+, confirmando
sua atividade inibitoria, mas com eficacia distinta entre eles. A hidroxicloroquina se destacou
como a mais eficaz na neutralizacao dos radicais livres, com um IC50 de apenas 0,113 mg/mL.
Isso significa que doses relativamente baixas ja sdo capazes de atingir 50% da atividade
inibitdria. A sulfassalazina também mostrou uma atividade oxidante importante, apresentando
um [C50 de 0,783 mg/mL. J4 a leflunomida teve um desempenho inferior, com um IC50 de
35,921 mg/mL, provavelmente por ndo possuir grupos funcionais que facilitam uma interagao
mais eficiente com as espécies reativas de oxigénio. Esses resultados sugerem que a forte acao
antioxidante da hidroxicloroquina pode potencializar suas propriedades imunomoduladoras e
anti-inflamatdrias, tornando-se uma estratégia terapéutica bastante promissora para quem esta
exposto a altos niveis de estresse oxidativo. Porém, como os experimentos foram feitos in vitro,
torna-se importantissima a realizagao de investigagdes in vivo para validar essas evidéncias e
aprofundar a compreensdo das implicagdes clinicas associadas. Em suma, a conjuga¢do dessas
propriedades pode viabilizar o desenvolvimento de tratamentos terapéuticos mais
individualizados e cada vez mais eficazes a fim de manejar a artrite reumatoide.
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1 INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) ¢ uma doenc¢a autoimune e inflamatoria cronica que afeta de
forma devastadora as articulagdes, provocando sintomas como dor intensa, rigidez e edema, o
que pode levar a danos irreversiveis das estruturas sinoviais. Diversos estudos apontam que o
processo inflamatdrio associado a AR estd intimamente relacionado ao desequilibrio entre
espécies reativas de oxigénio (EROS) e mecanismos antioxidantes, resultando em estresse
oxidativo que contribui para a patogénese e progressio da doenca (Abbas et al., 2014;
Barbosa et al., 2010).

Nesse contexto, mediadores inflamatdrios como TNF-o, IL-1 e IL-6 desempenham
papéis centrais na perpetuacao do estado inflamatorio, enquanto a deficiéncia dos sistemas
antioxidantes, tanto enzimaticos quanto ndo enzimaticos, dificulta a neutralizacdo dos radicais
livres formados. Essa interacao entre inflamagao e estresse oxidativo tem sido associada a
deterioragdo dos tecidos articulares, enfatizando a necessidade de abordagens terapéuticas que
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considerem também o potencial antioxidante dos medicamentos empregados no tratamento da
AR (Sanchez-Ramoén et al., 2011; Toukap et al., 2014).

Apesar do uso consolidado de farmacos como hidroxicloroquina, sulfassalazina e
leflunomida para alivio dos sintomas ¢ modulagdao do curso da AR, a literatura revela uma
caréncia de estudos comparativos que explorem a a¢do antioxidante destes medicamentos.
Compreender os mecanismos que possibilitam a neutralizagdo dos radicais livres pode fornecer
subsidios importantes para aprimorar as estratégias terapéuticas e reduzir os danos oxidativos
envolvidos na doenga.

Este estudo visa avaliar, por meio de ensaios in vitro, a capacidade antioxidante dos
medicamentos mais utilizados no tratamento da artrite reumatoide — especificamente a
hidroxicloroquina, a sulfassalazina e a leflunomida — com o intuito de identificar qual destes se
mostra mais eficaz na eliminagao de radicais livres, contribuindo assim para a melhoria do
manejo clinico e da qualidade de vida dos pacientes.

2 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi conduzido com o objetivo de avaliar a capacidade antioxidante in
vitro de medicamentos utilizados no tratamento da artrite reumatoide, utilizando o ensaio
ABTS+ como metodologia principal. Os procedimentos foram realizados em laboratorio,
seguindo rigorosos padrdes de controle e analise.

Reagentes e Preparacdo das Amostras Os medicamentos analisados foram
Sulfassalazina 500 mg (Azulfim, laboratério APSEN), Hidroxicloroquina 400 mg (genérico,
laboratorio SEM) e Leflunomida 20 mg (manipulado na farmacia magistral Bioféormula de
Rolandia). Os farmacos foram macerados e dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO, Synth,
Brasil) para obtencao das solugdes. O reagente utilizado para o ensaio foi o 2,2'-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS), adquirido da Sigma-Aldrich, EUA. Todos os
reagentes utilizados eram de grau comercial mais elevado disponivel.

Metodologia de Atividade Antioxidante Para a analise da atividade antioxidante, os
medicamentos foram diluidos em concentragdes crescentes, permitindo a obtencao de valores
de inibicao percentual. A solugdo de ABTS foi preparada a partir de uma concentragao inicial
de 7 mM, oxidada com persulfato de potassio 2,45 mM e mantida no escuro por 16 horas.
Posteriormente, a solu¢do foi diluida em tampao fosfato de sodio (pH 7,4) até atingir uma
absorbancia de 0,7 = 0,02 a 730 nm. Para cada amostra, foram adicionados 10 uL da solugao
do medicamento e 4 mL da solucdo diluida de ABTS. A reacao foi realizada ao abrigo da luz,
com periodo de incubagdo de 6 minutos, e as leituras foram feitas em espectrofotometro
Evolution™M 201 (ThermoFisher Scientific) no comprimento de onda de 730 nm. A
capacidade antioxidante foi calculada pela porcentagem de inibicdo do radical ABTS+,
utilizando a férmula:

Atividade (%)=[1—Absorbancia da amostra/Absorbancia do controle]x100

Analise Estatistica A concentragdo inibitoria média (IC50), definida como a
concentragdo necessaria para eliminar 50% do radical ABTS+, foi determinada utilizando o
software GraphPad Prism®, versdo 10, por meio de curvas hiperbolicas de ligagdo a um sitio.
Os resultados foram apresentados como médias =+ erro padrao da média (SEM) e considerados
estatisticamente significativos para P<0,05.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios realizados demonstraram que todos os medicamentos analisados —
leflunomida, sulfassalazina e hidroxicloroquina — foram capazes de eliminar o radical ABTS+,
confirmando sua atividade antioxidante. No entanto, a eficacia dessa acdo variou entre os
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farmacos, sendo a hidroxicloroquina a que apresentou maior poténcia antioxidante, conforme
os valores de IC50 obtidos.

A hidroxicloroquina demonstrou um IC50 de 0,113 mg/mL, sendo a substancia mais
eficiente na neutralizacdo do radical ABTS+, indicando que menores concentragdes do
medicamento sdo suficientes para atingir metade da inibi¢do dos radicais livres. Esse achado
corrobora estudos como o de Ahmed & Althanoon (2022), que destacam a agdo antioxidante
do farmaco e sua capacidade de reduzir a peroxidacdo lipidica em pacientes com artrite
reumatoide.

A sulfassalazina obteve um IC50 de 0,783 mg/mL, sendo a segunda melhor no teste,
mostrando também uma significativa atividade antioxidante. Sua eficacia pode estar
relacionada a presenca de grupos fenolicos e carboxilicos na estrutura quimica, que permitem
a estabilizacdo de radicais livres, conforme descrito por Stoll et al. (2017).

Por outro lado, a leflunomida apresentou um IC50 de 35,921 mg/mL, sendo a menos
eficiente na eliminacdo de radicais livres. Sua estrutura quimica, que carece de grupos
funcionais capazes de interagir diretamente com espécies reativas de oxigénio, pode explicar
esse desempenho inferior, conforme apontado por Jayaroopa (2013) em relagdo a compostos
do tipo isoxazol.

Estudos anteriores sugerem que os medicamentos utilizados no tratamento da artrite
reumatoide apresentam ndo apenas propriedades anti-inflamatorias, mas também potenciais
efeitos antioxidantes (Barbosa et al., 2010; Allegra & Tesoriere, 2022). A hidroxicloroquina,
por exemplo, além de sua acdo imunomoduladora, tem sido associada a redu¢do do estresse
oxidativo, o que pode impactar positivamente a evolucao da doenca.

J4 a sulfassalazina, além de sua conhecida atividade imunossupressora, pode modular a
expressdao de genes relacionados a defesa antioxidante (Quifonez-Flores et al., 2016). No
entanto, a literatura ainda carece de estudos aprofundados que correlacionem diretamente seus
mecanismos antioxidantes ao tratamento da AR.

A leflunomida, por sua vez, ¢ reconhecida principalmente pelo seu papel na inibi¢ao da
proliferagao de linfocitos T e ndo pela eliminagao direta de radicais livres. Como demonstrado
no estudo de Weber Fell et al. (2022), sua acdo se da mais pela modulacdo do sistema
imunologico do que pelo combate ao estresse oxidativo.

Os dados obtidos reforcam a importancia de considerar a atividade antioxidante dos
medicamentos ao selecionar terapias para artrite reumatoide. A hidroxicloroquina se destaca
como uma op¢ao vidvel para pacientes que apresentam niveis elevados de estresse oxidativo,
podendo complementar sua acdo anti-inflamatéria com a eliminagdo de radicais livres.

No entanto, uma limitagdo do estudo esta no fato de que os ensaios foram realizados in
vitro, sem considerar a influéncia dos metabdlitos gerados no organismo. No caso da
sulfassalazina, por exemplo, a fracdo 5-aminossalicilico (5-ASA) ¢ liberada somente apos
metabolismo intestinal, o que pode alterar sua capacidade antioxidante em sistemas
biologicos.

Assim, futuras pesquisas in vivo sdo necessarias para validar os achados e explorar se
os efeitos antioxidantes observados in vitro realmente contribuem para o manejo clinico da
artrite reumatoide.

4 CONCLUSAO

O presente estudo avaliou a atividade antioxidante dos principais medicamentos
utilizados no tratamento da artrite reumatoide, demonstrando que todos apresentam capacidade
de eliminar radicais livres, com destaque para a hidroxicloroquina. Esses achados refor¢am a
importancia da agcdo antioxidante na escolha terapéutica e sugerem possiveis implicagdes para
o manejo clinico da doenga.

Apesar dos resultados obtidos, a pesquisa possui limitagdes, pois os ensaios foram
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conduzidos in vitro, sem considerar os efeitos metabdlicos que ocorrem no organismo. Assim,
estudos complementares in vivo sdo essenciais para validar esses dados e aprofundar a
compreensdo dos mecanismos antioxidantes envolvidos.

Futuras investigacdes devem explorar o impacto da capacidade antioxidante desses
medicamentos no ambiente bioldgico, avaliando sua influéncia sobre biomarcadores do estresse
oxidativo e da resposta inflamatoria. Além disso, pesquisas clinicas podem contribuir para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais personalizadas, considerando o perfil
antioxidante dos pacientes com artrite reumatoide.

O conhecimento gerado por este estudo pode servir de base para aprimoramento das
abordagens farmacologicas, promovendo tratamentos mais eficazes e possibilitando uma
melhor qualidade de vida para individuos acometidos pela doenga.
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