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RESUMO
AVALIACAO DA ATIVIDADE DA FRACAO FA4 DE Scoparia dulcis L EM MODELO
EXPERIMENTAL DE OSTEOARTRITE EM RATOS

Introducao: A osteoartrite (OA) é um conjunto de alteragdes que induz sinais e sintomas
articulares associados a defeitos na cartilagem articular e membrana sinovial junto a
alteracdes relacionadas ao tecido 6sseo situado na borda articular havendo processo
inflamatorio e degenerativo que envolve praticamente todas as estruturas da articulagéo
bem como diminuicdo das propriedades visco elasticas do liquido sinovial. Também
conhecida como vassourinha, Scoparia dulcis L, esta presente em todo territorio nacional.
Essa espécie possui propriedades anti-inflamatéria, analgésica e outras. Essas
propriedades sao atribuidas a presenca de flavonéides, compostos fendlicos e triterpenos.
Esse estudo busca avaliar o efeito analgésico dessa espécie no tratamento da OA.
Material & Método: Foram utilizados animais machos da espécie Rattus norvegicus
(variedade albinus) distribuidos em 3 grupos com 6 animais cada. Destes, dois grupos
receberam 3 mg de monoiodoacetato de sédio (MIA), diluidos em um volume maximo de
50 uL de solugao para indugao da osteoartrite. O terceiro grupo permaneceu sem inducao,
servindo como parametro de normalidade. Dos grupos induzidos, um foi tratado com
5ug/Kg de FSD (Fragdo FA4 de Scoparia dulcis L) por via oral, estes comegaram a
receber tratamento dois dias apds a indugao até o dia do sacrificio totalizando 20 dias de
tratamento. O outro grupo recebeu o equivalente a 0,1 ml/Kg de solucao salina também
por 20 dias. Os animais foram avaliados quanto a incapacidade articular, alodinea
mecanica e quantificacdo da dor espontanea. Essas avaliagdes foram realizadas nos dias
0* (* antes da indugao) e nos dias 3#, 7#, 14# 21# (*ap6s injecao de MIA), sendo os animais
sacrificados no 21° dia pés inducao. Resultados: Foi observado que a administracao da
FSD por via oral foi diferente estatisticamente do grupo salina evidenciando acao
analgésica a partir do 21 dia. Também houve melhora no desconforto articular a partir do
7° dia de indugéo. Por fim, os animais apresentaram melhora no escore de marcha que
foi significante a partir do 7° dia apds a indugdo. Conclusodes: A etnofarmacologia tem
mostrado indicagdo dos efeitos analgésicos da Scoparia dulcis L. Os nossos resultados
corroboram com esse achado, mostrando que a FSD melhorou o limiar nociceptivo dos
animais bem como o escore de marcha e desconforto articular. Entretanto s&o
necessarios mais estudos com outras doses para melhor avaliagdo.

Palavras-chave: Osteoartrite. Scoparia dulcis. Fragdo
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1 INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) é definida pelo Colégio Americano de Reumatologia como
um conjunto de alteragdes heterogéneas que induzem sinais e sintomas articulares
dolorosos associados a defeitos na integridade da cartilagem articular e membrana
sinovial em associacao as alteracbes relacionadas ao tecido 6sseo situado na
margem articular (XIMENES, MENDES e CUSTODIO, 2009).

Essa doencga € uma das mais frequente do sistema musculoesquelético e sua
prevaléncia é crescente em virtude do aumento da expectativa de vida da populacéo.
Fatores de risco como género, idade, trauma, uso excessivo da articulacao, genética
e obesidade contribuem para iniciar o processo de lesdo nos diferentes componentes
da articulagédo. Ja é bem estabelecido que a sindvia, 0 0sso e a cartilagem séo os trés
principais tecidos atingidos pelos mecanismos patolégicos da OA. (MATSUZAKI, T; et
al, 2014).

A OA é uma doenga degenerativa da cartilagem articular associada a varias
condi¢des patologicas relacionadas aos condrdocitos. (MATSUZAKI, T; et al, 2014)- A
degeneracdao da cartilagem articular constitui a alteracdo mais caracteristica e
importante da OA. Em estagios clinicos da doenca sao observadas alteragdes na
membrana sinovial, normalmente associada a alteracdes inflamatérias, sendo a dor
uma das queixas mais frequente e importante (HAWKER, GA; STANAITIS I, 2014).

Segundo a IASP (International Association for the Study of Pain) a dor € uma
“experiéncia sensitiva e emocional desagradavel associada ou relacionada a lesao
real ou potencial dos tecidos. Cada individuo aprende a utilizar esse termo através
das suas experiéncias anteriores” (MATSUZAKI, T; et al, 2014).

A dor articular insidiosa é o sintoma mais recorrente, comumente acompanhada
por rigidez, deformidade e diminuicao na amplitude do movimento articular, levando a
movimentos limitados e fraqueza muscular em torno das articulacdes afetada. E a dor
que leva os pacientes a procurar aconselhamento médico e geralmente esta
associada a reducao da capacidade funcional. No entanto, as causas da dor na OA
permanecem pouco compreendidas, como podemos observar através do insucesso
de varias abordagens terapéuticas, sejam elas farmacéuticas, tratamento fisico e
cirurgico em proporcionar alivio sintomatico e melhor qualidade de vida aos pacientes
que sofrem dessa condicao (Dimitroulas, T; et al, 2014).
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Avancos no entendimento da fisiopatologia da OA permitiu que houvesse
aumento consideravel nos alvos terapéuticos e algumas medicacbées tém sido
associadas a diminuicdo da progressao das lesdes cartilaginosas, com reducao da
remodelagcdo 6ssea subcondral (MALY, MR; ROBBINS, SM2014).

A espécie Scoparia dulcis L. (Scrophulariaceae) é conhecida como
vassourinha, sendo distribuida em regides tropicais e subtropicas como América do
Sul e Asia (BEH, JE; et al, 2013). Apresenta atividades anti-inflamatéria, antiviral,
antimicrobiana, hipoglicemiante, analgésico e anti-hipertensiva. As atividades anti-
inflamatéria, antioxidantes e analgésicas do extrato de Scoparia dulcis L. foram
atribuidas a presenca de flavonéides, compostos fendlicos e triterpenos, possuindo
desta forma potencial para redugao da dor (PATRA, PK.;et al, 2014) . Estudos também
demonstraram que o extrato de Scoparia dulcis L. apresenta atividade hepatoprotetora
quando administrado por via oral (TSAI, 2010).

Di Stasi & Hiruma-Lima (2002) mencionam que esta espécie possui atividades
analgésica, anti-inflamatoria, antibacteriana gram-positiva, antidiabética, antiviral,
antisséptica, anti-herpética, antiespasmodica, simpatomimética, antifungica,
hipocolesterolémica, depressora do sistema nervoso central, secretagoga,
gastroprotetora, anti-hipertensiva, expectorante e atoxica. Segundo Freire et al.
(1989), a atividade analgésica da espécie S. dulcis esta relacionada, possivelmente,
a atividade anti-inflamatéria do triterpeno glutinol. Freire et al (1988) observou
atividade analgésica e anti-inflamatéria no extrato etandlico de toda planta, quando
administrada por via oral a ratos e camundongos.

A dificuldade de realizacao de estudos em humanos por razdes técnicas ou
éticas levou a necessidade do desenvolvimento de modelos experimentais de artrite
que apresentem semelhanca com a fisiopatologia da doengca humana. Em modelos
experimentais com animais podem-se tracar paralelos com as alteracées quimicas e
histol6gicas observadas na doenga, podem-se realizar manipulagdes experimentais
para testar novos medicamentos ou procedimentos, com controle maior das variaveis
envolvidas, como exclusao do placebo, homogeneidade do grupo entre outros.

Levando-se em consideracdo os fatores que contribuem para dor nociceptiva,
a resposta ineficaz ao tratamento com analgésicos usuais, assim como a tolerancia e
efeitos adversos observados pelo seu uso prolongado e o potencial antioxidante e
anti-inflamatorio de Scoparia dulcis L., utilizou-se seu extrato em modelo experimental

de osteoartrite para avaliagdo dos possiveis efeitos antinociceptivos.
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2 OBJETIVOS
1.1 Objetivo Geral
Avaliar os efeitos da fracdo FA4 de Scoparia dulcis L por via oral, em modelo
experimental de osteoartrite em joelhos de ratos.
1.2 Objetivos Especificos
Avaliar o efeito da fracdo FA4 de Scoparia dulcis L sobre o grau de
incapacitacao articular, através de parametros clinicos no modelo de osteoartrite

induzida por injegao intra-articular de iodoacetato de sddio.
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3 METODOLOGIA E PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 - Modelo de Osteoartrite induzida por iodoacetato de sédio

Os animais foram anestesiados através de injecao intraperitoneal (seringa e
agulha estéril descartavel) de solucao com Xilazina e Ketamina. Apds certificacéo do
plano anestésico, foi realizada a tricotomia da pata posterior direita, posteriormente
antissepsia local com solucao tépica de polividona iodo 10%. A lesao articular foi
induzida por uma unica injecdo intra-articular de 3 mg de monoiodoacetato de sédio
neste joelho, diluidos em um volume maximo de 50 yL de solugdo. Com a perna
flexionada, na altura do joelho, em um angulo de aproximadamente 90°, a solugcédo de
monoiodoacetato de sodio foi injetada através do ligamento patelar utilizando-se uma
agulha 26GX3/8, no espaco intra-articular entre tibia e fémur (Jeong J-H, Moon S-J,
Jhun J-Y, Yang E-J, Cho M-L, Min J-K 2015).

3.2 - Animais
Para execucdo destes trabalhos foram utilizados ratos da espécie Rattus

norvegicus (variedade albinus), com aproximadamente 60 dias de idade, machos,
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do Maranh&o.
3.3 - Avaliacao da atividade motora/deambulacao forcada (RotaRod test)

Foi avaliado o desempenho motor do animal através do aparelho “rotarod”, que
se baseia numa barra giratéria com velocidade 4-40 rpm por um periodo de tempo de
300 segundos. Foi computada a utilizacao do membro posterior direito a partir de uma
escala numérica que varia de 1 a 5 onde, 1 = uso do membro normal; 2 = mancando
leve, 3 = grave mancando, 4 = desuso intermitente do membro afetado; 5 = desuso
completo do membro. Apds a inducado, trés avaliagbes foram realizadas e a
deambulacdao média foi registrada (CASTRO, R. R.; CUNHA, F. Q.; SILVA JUNIOR,
F.S.; ROCHA, F. A. C. A,, 2006).

3.4 - Alodinia mecanica (Von Frey)

Foi utilizado filamentos de Von Frey para avaliacao da alodinia mecéanica. Os
animais foram colocados em caixas individuais de acrilico apoiados sobre uma
superficie elevada e revestida por uma tela metdlica. Ap6s aclimatacdo, foram
aplicados até 6 estimulos na pata posterior direita e esquerda, sendo a média
aritmeética simples dos 3 valores mais proximos utilizados para avaliagdo (SILVA,
Morgana Duarte da, 2009).
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3.5 - Teste de incapacitancia/ Distribuicao do peso nas patas traseiras (weight
bearing)

Os animais foram colocados em uma caixa acrilica angulada e posicionados
de modo que cada pata traseira repousasse sobre plataformas diferentes. O peso
exercido sobre cada pata traseira foi avaliado trés vezes por um periodo de 3
segundos em cada avaliacao sendo realizado a média das mesmas (KALFF KM, et
al, 2010).

3.6 - Grupos de tratamento e sactrificio dos animais

Os animais foram divididos em trés grupos (Tratado com fracao — FSD, Tratado
com salina — Salina e Sadio — Controle +) com 6 animais cada (n= 6). Nos animais
dos grupos FSD e Salina foi induzido osteoartrite com 3mg de Monoiodoacetato de
Saédio (MIA) em volume maximo de 50 uL no joelho direito e nos animais do grupo
Controle + foi aplicado correspondente volume de solugéao Salina 0,9%. Os animais
foram avaliados no dia 0 (zero) — antes da inducédo — e nos dias 3, 7, 14 e 21 apos
inducéo de OA, utilizando a metodologia citada acima. No 2° dia apds a indugéo da
osteoartrite, o grupo FSD comecgou a receber 5ul/Kg da fragdo FA4 do extrato de
Scoparia dulcis L por via oral, o grupo Salina recebeu Solucao fisiologica a 0,9% na
dose de 0,1 ml/kg e o grupo controle + permaneceu sem tratamento. No 21° dia de
estudo, apds a avaliacao clinica os animais foram sacrificados.

3.7 — Anadlise estatistica

A comparacao das médias de diferentes grupos experimentais foi realizada
com teste t de Student ou analise de variancia univariada (One-way ANOVA), seguida
pelo teste de Tukey. Na avaliagao de duas fontes de variabilidade, foi utilizada Analise
de variancia bivariada (TWO-way ANOVA). O valor de P<0,05 foi considerado como
indicativo de significancia e os dados obtidos foram analisados através do software
“Graph pad Instat® (GraphPad software, San Diego, CA).
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4 RESULTADOS
4.1 Avaliacao da atividade motora/deambulacao forcada (ROTAROD TEST)
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Figura 1

Podemos observar na figura 1 que apds a inducdo de osteoartrite notou-se
aumento no escore de marcha a deambulagéo forgada nos animais dos grupos FSD
e Salina. Essa diferenca em relagdo ao grupo controle + com os animais sadios nao
induzidos foi diminuindo em 75% com o passar do estudo até que o padrao de marcha
dos animais tornassem-se semelhantes. J4 no 7° dia apds a inducdo nota-se uma
melhora estatisticamente significante no escore de marcha que perdura até o 21° dia
de estudo. Apds o 142 dia de indugé@o o escore de marcha do grupo salina estabiliza

e néo sofre mais alteracoes.

4.2 — Avaliacao da alodinia mecanica (VON FREY)
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Na figura 2 observa-se que apés inducao houve aumento na alodinia mecanica
dos grupos induzidos, refletido na diminuigdo do limiar nociceptivo. Havendo melhora
da mesma a partir do 7° dia ap6s a inducao. A fracao de Scoparia dulcis L na dose de
5ug/Kg mostrou-se estatisticamente diferente da salina sugerindo que a mesma
apresenta acao analgésica a partir do 21° dia de inducéo. Possivelmente essa acao

nao foi detectada devido a dose utilizada.

4.3 - Avaliacao da distribuicao do peso nas patas traseiras (WEIGHT BEARING)
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Figura 3

A figura 3 mostra a avaliagao da distribuicdo do peso do animal em suas patas
traseiras. Apds inducao de osteoartrite houve mudanca no padrao de distribuicdo do
peso das patas dos animais, sendo que, devido a presencga de desconforto articular,
0s animais apoiavam seu peso predominantemente sobre a pata saudavel. Houve
melhora progressiva nesse padrao a partir do 7° dia de indugdo em aproximadamente
33% em relacéo ao grupo que recebeu somente salina. Pode-se observar que a fracao
de Scoparia dulcis L atenuou o déficit na distribuicdo do peso do animal de forma
significante a partir do 7° de inducao de osteoartrite até o final do experimento.
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5 DISCUSSAO

Estda bem documentado na literatura que a injecao intra-articular de MIA, um
inibidor da glicolise, provoca a degeneracao e morte dos condrocitos, ocasionando um
processo inflamatério reparador resultando em OA, com alteragdes clinicas e
histopatolégicas semelhantes a doenca (BOVE, 2003, FERNIHOUGH,2004, SILVA,
2008, SCHUELERT, 2009).

No presente estudo, a injecdo do MIA foi eficaz, provocando um estado
inflamatorio na cavidade articular, que foi demonstrado pela diminuicdo significativa
no escore de marcha no terceiro dia apés inducao, quando os animais passaram a
apresentar sinais de desconforto articular, distribuindo o peso predominantemente
sobre a pata saudavel e através da diminuicao significante no limiar de dor.

Nesse estudo foi observado que fracdo FA4 do extrato de Scoparia dulcis L foi
capaz de diminuir o desconforto articular, tanto na fase aguda quanto na fase crénico
degenerativa, medido através da distribuicdo do peso nas patas traseiras em ratos
com OA induzida por MIA, sendo observada uma melhora em relagao ao grupo que
néo recebeu tratamento. Estes resultados estdo de acordo com a literatura. O efeito
analgésico e anti-inflamatério ja foi referido por Freire et al (1993), ao realizar
screening farmacolégicos com teste de contorcbées e edema de pata utilizando o
extrato aquoso de Scoparia dulcis L. na dose de 0,5 e 1 g/ kg, embora este trabalho
seja com modelo de OA diferente do que foi utilizado neste estudo.

Como pode-se observar a injecao de MIA intra-articular levou a aumento da
alodinea mecanica diminuindo o limiar nociceptivo dos animais. Nossos resultados na
avaliacao clinica sugerem que a fracao FA4 do extrato de Scoparia dulcis L por via
oral possui a¢ao analgésica, pois no 21° dia de estudo a diferenga no limiar nociceptivo
entre o grupo salina e o grupo FSD é estatisticamente significante.

Entretanto a metodologia de nosso trabalho ndo nos permite inferir qual seria o
mecanismo de acao para esse efeito analgésico, sendo nossa limitagdo. Porém, isso
nos instiga a prosseguir os estudos com a Scoparia dulcis L realizando novos
experimentos com andlise histopatolégica, dosagem de citocinas e expressao de
receptores para o entendimento do mecanismo analgésico da Scoparia dulcis L.

Vale também destacar que esse projeto é piloto de um doutorado em
andamento no Laboratério de estudo experimental da dor da Universidade Federal do

Maranh&o, portanto nas préximas etapas do referido projeto realizar-se-ao analises
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mais profundas da fracdo FA4 do extrato de Scoparia.dulcis L que talvez poderéao

elucidar essas questoes.
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6 CONCLUSOES

A Scoparia dulcis L ja é utilizada e reconhecida como planta de interesse
medicinal por suas propriedades analgésicas, anti-inflamatoérias dentre outras. Os
nossos resultados corroboram com esses achados mostrando uma possivel agéo
analgésica através da avaliacéo do limiar nociceptivo bem como da melhora do escore
de marcha e da distribuicao do peso dos animais nas patas traseiras mostrando aliviar
a dor. Possivelmente usando-se doses variadas essa ac¢ao pode ser potencializada o
que instiga a continuidade de trabalhos com essa planta para maiores investigagoes.
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