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RESUMO

Objetivo: No presente estudo, avaliou-se o efeito do extrato hidroalcodlico de
folhas da Arrabidaea chica Verlot (ACV) por via oral, em modelo experimental de
osteoartrite (OA) em ratos. Material e Método: Os animais foram distribuidos em
trés grupos com seis animais (n=18). Em dois grupos (OA-Salina e OA-Fitoterapico)
foi induzida OA com uma unica injegao intra-articular (IA) de monoiodoacetato de
sédio (MIA) no joelho direito, e no terceiro grupo (Sem OA) né&o foi induzida OA. Os
animais do grupo OA-Fitoterapico receberam tratamento (50 mg/kg VO) a partir do
7° dia apds a inducao até o final do experimento (28° dia), enquanto o grupo OA-
Salina recebeu mesmo volume de NaCl a 0,9%. Os animais foram avaliados quanto
aos sinais comportamentais de dor crbnica nos dias zero, cinco, 14, 21, 28 apés a
inducédo da OA nos testes de alodinia mecanica(Von Frey), hiperalgesia mecéanica
(Randall Sellito), distribuicdo dos pesos das patas posteriores(Weight Bearing) e
deambulagédo forcada (Teste de incapacitancia articular dindmica). Resultados: A
injecdo de MIA causou a osteoartrite com os sinais classicos de alodinia e
hiperalgesia mecanica significativamente. O tratamento dos animais com o extrato
de ACV (50 mg/Kg) reduziu a intensidade destes sinais a partir do 14° dia até o final
do periodo de observacdo em 39% quanto a alodinia e 12% quanto a hiperalgesia
mecanica. Além disso, a partir do 14° de experimento, a ACV atenuou o déficit em
53% na distribuicdo do peso das patas posteriores dos animais de forma significativa
e melhorou parcialmente a deambulagdo forcada. Conclusao: Conclui-se que o
extrato de ACV melhorou os comportamentos de dor crbénica no modelo
experimental de OA em ratos.

Palavras-chave: Arrabidaea chica Verlot, Osteoartrite, Inflamacao, Dor
crbnica
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ABSTRACT

Aim: In the present study, it was evaluated the effect of leaves of Arrabidaea
chica Verlot (ACV) extract utilized by oral form in an experimental model of
osteoarthritis (OA) in rats. Method: The animals were distributed into three groups of
six animals (n=18). Into two groups (OA-Salina and OA-Fitoterapico) it was induced
the OA with a single intra-articular (IA) injection of monossodium iodoacethato (MIA)
in the right knee, and the third group (No OA) was not induced OA. The animals of
the OA-Fitoterapico group received treatment (50 mg / kg orally) from the 7™ day
after the induction until the end of the experiment (day 28) as OA-saline group
received the same volume of 0.9% NaCl. The animals were evaluated for behavioral
signs of chronic pain on days zero, five, 14, 21, 28 after induction of OA on
mechanical allodynia test (Von Frey), mechanical hyperalgesia (Randall Sellito),
weight distribution of the hind limbs (Weight Bearing) and forced ambulation (Dinamic
Incapacitance Test). Results: The MIA injection induced osteoarthritis with the
classic signs of allodynia and hyperalgesia mechanics. Treatment of animals with
ACV extract (50 mg / kg) reduced the intensity of these signals from the 14™ day to
the end of this study by 39% as allodynia and 12% for mechanical hyperalgesia.
Furthermore, from the experiment 14" day, the ACV attenuated the impairment in
53% of the weight distribution of the hind paws of the animals and significantly
improved partially forced ambulation. Conclusion: We conclude that the ACV extract
improved the behavior of chronic pain in the experimental model of OA in rats.

Keywords: Arrabidaea chica Verlot, Osteoarthritis, Inflammation, Chronic
Pain
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1. INTRODUCAO

Dados da Organizagdo Mundial da Saude (OMS) demonstram que 15% a
20% da populacao mundial é afetada pela osteoartrite ou osteoartrose (OA) e cerca
de 70% da populagdo com mais de 65 anos possui a doenca. Ela é considerada a
doenca musculoesquelética mais frequente e sua prevaléncia é crescente com o
aumento da expectativa de vida da populacao [11]. Acomete principalmente as
articulacdes dos joelhos, quadris, maos e coluna vertebral [10].

No Brasil, a prevaléncia da osteoartrite é cerca de 16,2%, sendo que aos 75
anos, 85 % das pessoas apresentardo evidéncias clinicas ou radiolégicas da
doenca. Ela é uma afeccdo de progressao lenta, caracterizada por degeneracao
progressiva da cartilagem que leva a dor, rigidez e perda da funcéo articular [23].

Ainda hoje, existe um paradoxo quanto a terminologia da doencga levando em
consideracdo seu processo etiopatogénico: uma patologia essencialmente
degenerativa (osteoartrose) ou inflamatoria (osteoartrite) [3]. Na verdade, existe um
desequilibrio entre a condroformacdo e a condrodegeneracdo dos condrdcitos,
mediado por citocinas e fatores de crescimento que levam a um estado de
hiperatividade funcional celular culminando em uma sinovite persistente [33].

Os mecanismos de dor na OA ainda néo estdo esclarecidos, mas acredita-se
que o quadro algico seja mediado e mantido pela sensibilizacao central e periférica,
principalmente devido a presenca de nociceptores em varios locais articulares, tais
como membrana sinovial, 0sso subcondral, tendao, ligamentos e peridésteo, uma vez
gue identificou-se terminagdes nervosas livres na sinovia de ratos e humanos [1; 6].

Avancos no entendimento da fisiopatologia da OA permitiram com que
houvesse aumento consideravel nos alvos terapéuticos e algumas medicacbes tém
sido associadas a diminuicao da progressao das lesdes cartilaginosas, com reducao
da remodelacao 6ssea subcondral [32].

No processo de descoberta e desenvolvimento de novos compostos
farmacologicamente ativos, os recursos naturais, especialmente de origem vegetal,
representam importante fonte de drogas [26].

Com a aprovacdo da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no Sistema Unico de Salde, o Ministério da Satde esta buscando
incorporar e implementar a Fitoterapia como recurso terapéutico na perspectiva de
prevenir agravos e promover a recuperacao da saude; contribuindo no acesso e o
uso seguro, eficiente, eficaz e com qualidade dessa pratica complementar [28].

A Arrabidaea chica Verlot é encontrada da Amazénia e utilizada desde
tempos imemoriais pelos indios para a pintura de corpos e utensilios [26], cunhada
pelos nativos como “crajird”, € uma espécie vegetal conhecida popularmente por
suas propriedades anti-inflamatorias, cicatrizantes e imunomoduladoras [15; 35].
Seus compostos isolados como as antocianinas, flavonoides e esteroides tém sido
alvo de estudo devido suas ac¢des como anti-inflamatérios [31], antioxidantes [18] e
vasodilatadores, além de outras propriedades bioldgicas. A via de administracdo
influencia na acao do extrato de ACV, sendo que sua aplicabilidade mais frequente
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seria quando administrada por via subcutanea e intraperitoneal, necessitando de
mais relatos quanto ao uso da por via oral [22].

Diante desse comprovado efeito anti-inflamatério do extrato das folhas de
ACV e do papel da inflamacado na fisiopatologia da osteoartrite, nos motivou a
investigar o efeito deste extrato, quando administrado por via oral, na evolugédo da
patologia induzida em ratos através parametros clinicos.

2. MATERIAL E METODO

O estudo foi realizado no Laboratério Experimental de Estudo da Dor (LEED),
localizado no campus do Bacanga da Universidade Federal do Maranhao, no ano de
2014. Foi submetido a andlise e aprovado pelo Comité de Etica em pesquisa da
Universidade Federal do Maranhdo sob protocolo de numero 23115006307/2010-
(ANEXO 1). Os equipamentos necessarios para a realizagdo dos experimentos
estao disponiveis no LEED.

2.1 Animais

Foram utilizados 18 Rattus norvegicus, linhagem Wistar, pesando
aproximadamente 200g-250g, machos, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Maranhdo, Maranhao, Brasil. Os animais foram confinados
em gaiolas (n=3/gaiola) no Biotério Setorial do Laboratério Experimental de Estudo
da Dor (LEED) mantidos sob ciclo claro-escuro de 12 horas, em um ambiente com
temperatura controlada (23 + 2°C), com fornecimento de agua e racao ad libitum.
Uma semana antes de iniciar o protocolo experimental, os animais foram submetidos
aos testes comportamentais diariamente para adaptacao nos aparelhos.

2.2 Coleta da espécie vegetal e identificacao botanica

Foram coletadas folhas adultas de Arrabidaea chica Verlot em habitat natural
[28] nos periodos de seca e chuva, em atendimento as determinagdes estabelecidas
na literatura especializada [8]. A planta foi identificada no Setor de Botanica do
Departamento de Farmacia da Universidade Federal do Maranhdo (Herbario Atico
Seabra) e uma exsicata do material botanico encontra-se depositada sob o nimero
de registro 1067.

2.3 Preparo do extrato hidroalcodlico

O material vegetal coletado foi seco a 40° C em estufa com circulagdo de ar e
em seguida pulverizado em moinho elétrico para obtencédo do pd, que foi embebido
em alcool etilico a 92% na proporcao de 1:4 (v/v) e posto em maceragdo, sob
agitacdo manual diaria. A extragao alcodlica do macerado foi realizada mediante trés
trocas sucessivas a cada 72 horas, com a renovacao do solvente. Ao final deste
processo, o extrato foi reunido e filtrado com gaze. O filirado foi concentrado em
rotaevaporador (MARCON), a pressao reduzida e a temperatura de 44° C. Deste
processo foi obtido o extrato hidroalcodlico, que foi acondicionado em frasco ambar
e conservado sob refrigeragdo (5°C).
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Na determinacédo do peso seco foram utilizadas trés aliquotas de 0,5 mL do
extrato hidroalcodlico em béqueres secos previamente tarados. As aliquotas tiveram
seu solvente evaporado sob corrente de ar quente e os béqueres apos resfriamento,
pesados em balanca analitica (SARTORIUS) para determinacao do peso seco dos
residuos. Esta operacdo foi repetida sucessivas vezes até obtencao de pesos
constantes. Para calculo do rendimento (%) utilizou-se o peso total do po, o peso
seco obtido e o volume final total do extrato concentrado.

Quando necessarias, pequenas aliquotas, determinadas previamente em
funcdo do peso seco do extrato e do peso dos animais, foram pipetadas em
béqueres, o solvente foi evaporado sob corrente de ar quente e em seguida o
volume foi completado para concentragdo desejada com agua destilada ou solucao
fisioldgica, conforme a via de administracao a ser utilizada.

2.4 Protocolo Experimental

Neste estudo, utilizou-se um modelo experimental de osteoartrite com
monoiodoacetato de sodio (MIA), pois a inducdo com esta substancia possui
caracteristicas especificas que se aproximam das alteracdes importantes que
ocorrem na OA, tais como esclerose do osso subcondral, formacao de ostedfitos,
lesdo da cartilagem e alteracbes de biomarcadores como glicosaminoglicanos e
metaloproteinases [7; 12].

Os animais foram anestesiados através de isoflurano a 1%. Apés certificacédo
do plano anestésico, realizou-se a tricotomia da pata posterior direita,
posteriormente antissepsia local com solugao topica de polivinilpirrolidona iodo 10%.
A lesao articular foi induzida por uma Unica injegéo intra-articular de 3 mg de MIA
neste joelho, diluidos em um volume maximo de 50 pL de solugdo. Com a perna
flexionada, na altura do joelho, em um angulo de aproximadamente 90°, a solugéo
de MIA foi injetada através do ligamento patelar utilizando uma agulha 26GX3/8, no
espaco intra-articular entre tibia e fémur [9].

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos (Sem OA, OA-
Salina, OA-Fitoterapico) com seis animais cada (n=18). Nos animais dos grupos OA-
Salina e OA-Fitoterdpico foram induzidos osteoartrite com monoiodoacetato de sédio
(MIA) no joelho direito. Durante o experimento os animais foram avaliados
periodicamente quanto a atividade motora (Deambulagdo Forcada — Teste de
incapacitancia dinamica), distribuicdo dos pesos nas patas posteriores (Weight
Bearing), avaliagdo da alodinia mecéanica através do aparelho de Von Frey digital,
avaliagdo da hiperalgesia mecéanica (Randal Sellito). Os animais foram avaliados no
dia zero, cinco, 14, 21 e 28 utilizando a metodologia citada acima. A partir do 7° dia
apos a indugao da osteoartrite, o grupo OA-Fitoterapico recebeu tratamento oral com
o extrato de Arrabidaea chica Verlot (50mg/kg), o grupo OA-Salina, soro fisiol6gico a
0,9% no mesmo volume e o grupo Sem OA permaneceu sem tratamento. Os
animais foram mortos com dose letal do anestésico (Figura 1).
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D5 » Teste de alodinia mecanica

D14
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D28
« Teste de hiperalgesia mecanica

Figura 1. Esquema llustrativo do Protocolo Experimental

2.5 Avaliacao Clinica

2.5.1 Avaliacao da Atividade Motora - Deambulaciao Forcada (Teste de
Incapacitancia dinamica)

Os animais foram colocados em um Rotarod (modelo [ITC Life Science,
Califérnia, Estados Unidos) na velocidade de 16 rpm por um periodo de tempo de 5
minutos. A utilizacdo do membro afetado foi avaliada pela deambulacéao forgada. O
uso da pata foi graduado em uma escala numérica que varia de 5 a 1 [16] (Tabela

1),

Tabela 1. Escore de Marcha

5 | Uso Normal do Membro
Claudicacao leve

Claudicacao grave

Intermitente desuso da pata afetada

- N W b

Completo desuso da pata afetada

2.5.2 Avaliacao da Alodinia Mecéanica (Von Frey Test)

A alodinia, resposta dolorosa a um estimulo que normalmente € indolor, foi
avaliada pelo teste de Von Frey, por meio da utilizacdo de um analgesimetro digital
(Modelo Insight Sao Paulo, Brasil), que consiste em um transdutor de pressao
conectado a um contador digital de forca expressa em gramas (g). O aparelho é
calibrado para registrar uma forca maxima de 150 g, mantendo a precisao de 0,1 g
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até a forca de 80 g. Os animais foram colocados em caixas de acrilico, medindo
12x20x17cm, cujo assoalho consiste em um rede de malha igual a 5mm?, constituida
de arame nado maleavel de 1mm de espessura, durante 15 minutos antes do
experimento. O experimentador aplicou, por entre as malhas da rede e por meio de
uma ponteira descartavel de polipropileno com 0.5mm de diametro, uma pressao
linearmente crescente no centro da planta da pata do rato até o animal produzir uma
resposta caracterizada como sacudida (“flinch’) da pata estimulada. Os estimulos
foram repetidos por até seis vezes, até o animal apresentar trés medidas similares
com uma clara resposta de “flinch” ap6s a retirada da pata [16].

A férmula utilizada para avaliagdo da alodinia foi:

LNRP(%)= LNRPA x100

LNRPA + LNRPC

em que LNRP é o limiar nociceptivo de retirada da pata, LNRPA é o limiar
nociceptivo de retirada da pata afetada e LNRPC, limiar nociceptivo da pata
contralateral.

2.5.3 Teste de Incapacitancia Estatica (Weight Bearing) - Distribuicao do peso
nas patas posteriores

Utilizou-se um teste de Incapacitancia Estatica “Weight Bearing” (modelo IITC
Life Science, Califérnia, Estados Unidos) que determina a distribuicdo do peso do
animal nas patas posteriores. Os animais foram colocados em uma camara de
acrilico angulada, posicionados, de modo que, cada pata posterior repousasse sobre
plataformas diferentes. O peso exercido sobre cada pata posterior (mensurado em
gramas) foi avaliado em um periodo de cinco segundos. A afericao final da
distribuicdo do peso foi dada por uma média de trés afericdes. As alteragdes na
distribuicdo do peso nas patas posteriores foram calculadas da seguinte maneira:

Distribuicdo de peso (%) = PPA x100

(PPA+ PPC)

em que PPA é o peso da pata afetada e PPC o peso da pata contralateral [5].

2.5.4 Avaliacao da Hiperalgesia Mecéanica (Randall Sellito)

A hiperalgesia mecénica foi avaliada através do teste comportamental de
Randall & Selitto, medindo os limiares de retirada da pata a um estimulo crescente
de pressao colocada na regiao plantar da pata posterior usando um analgesimetro,
empregando uma probe em formato de cunha (area 1.75mm?) e um corte de 250g.
Realizaram-se trés afericobes nas patas ipsilaterais e contralaterais, antes e apos a
inducdo de osteoartrite em intervalos regulares. Os dados foram expressos com
limiares de retirada em gramas de forca exercida, e os efeitos das drogas como a
reversao dos percentuais de hiperalgesia [25].

A férmula utilizada para avaliacao da hiperalgesia mecanica foi:

LNRP(%)= LNRPA x100

LNRPA + LNRPC
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em que LNRP é o limiar nociceptivo de retirada da pata, LNRPA é o limiar
nociceptivo de retirada da pata afetada e LNRPC, limiar nociceptivo da pata
contralateral.

2.6 Analises Estatisticas

A comparacado das médias de diferentes grupos experimentais foi realizada
através do Teste de Kruskal-Wallis para as variaveis qualitativas ordinais e com
andlise de variancia univariada (One-way ANOVA), seguida pelo teste de Tukey
para as varidveis numéricas. O valor de P<0,05 foi considerado como indicativo de
significancia e os dados obtidos foram analisados utilizando-se o software Graphpad
Prism 5® (GraphPad software, San Diego, CA).

3. RESULTADOS

3.1 Efeito do extrato de Arrabidaea chica Verlot na Deambulacao Forcada

Cinco dias ap6s a injecao de MIA, os ratos apresentaram uma diminui¢do no
escore de marcha de deambulacao forcada, sendo esta diminuicdo estatisticamente
significante nos grupos OA-Fitotergpico e OA-Salina em relagcdo ao grupo Sem OA.
Com o tratamento oral do extrato de Arrabidaea chica Verlot, os animais
apresentaram uma melhora na marcha, notando-se que no 14° dia ap6s a inducao
de osteoartrite, o grupo OA-Fitoterapico mostrou uma melhora em relacdo ao grupo
OA-Salina, se aproximando da normalidade do grupo Sem OA, entretanto o grupo
OA-Salina e Sem OA manteve a diferenga estatisticamente significante. No 21° dia
de OA, todos os grupos apresentavam marcha semelhante (Figura 2).

Teste de Incapacitacao Dinamica

-~ SEM OA

e - OA - Salina
g -+« OA-Fitoterapico
=
©
o
o
o
Q
(72)
L

2 L] 1 L] L]

0 57 14 21 28

Dias

Figura 2. Avaliacdo da dembulagéo forcada em ratos tratados com o extrato da Arrabidaea chica Verlot (50
mg/kg, VO) e Salina (NaCl 0,9%) administrados a partir do 7° dia apds a indugdo de OA. Os dados estao
representados pelo escore de marcha. Kruskal-Wallis (p<0,05). A linha vertical tracejada indica o inicio do

tratamento. * Indica diferenga estatisticamente significante do grupo OA- Salina e SEM OA. ° Indica diferenga
estatisticamente significante do grupo OA — Fitoterapico em relagdo ao grupo Sem OA.
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3.2 Efeito do extrato de Arrabidaea chica Verlot na Alodinia Mecanica

A injecdo de MIA induziu alodinia mecanica nos animais, conforme
demonstrou o limiar nociceptivo de retirada da pata dos animais através do teste de
Von Frey digital, mostrando uma diminuicao estatisticamente significante nos grupos
OA-Fitoterapico e OA-Salina em relagdo ao grupo Sem OA. O tratamento com o
extrato de Arrabidaea chica Verlot reduziu a intensidade de alodinia a partir de sua
administracao (7° dia) até o final do experimento (28° dia) em 39%, com diferenca
estatisticamente significante a partir do 14° dia entre os grupos OA- Salina e OA-
Fitoterapico. Nota-se um resultado semelhante entre os grupos de Sem OA e OA-
Fitoterapico a no 28° dia do experimento (Figura 3).

Von Frey

-o- SEMOA
& OA - Salina
-+ OA - Fitoterapico

N
<

Limiar nociceptivo de
retirada da pata (%)

0 5 7 14 21 28
Dias

Figura 3. Avaliagdo da alodinia mecanica em ratos tratados com o extrato da Arrabidaea chica Verlot (50 mg/kg,
VO) e Salina (NaCl 0,9%) administrados a partir do 7° dia ap6s a indugéo de OA. Os simbolos e linhas verticais
indicam a media + erro padrdo das médias. ANOVA — Teste de Tukey (p<0,05). A linha vertical tracejada indica o

inicio do tratamento. * Indica diferencga estatisticamente significante do grupo OA- Salina e SEM OA. ° Indica

diferenga estatisticamente significante do grupo OA - Fitoterdpico em relagdo ao grupo ao grupo Sem OA. #
Indica diferenga estatisticamente significante do grupo OA — Fitoterapico em relagédo ao grupo OA- Salina

3.3 Efeito do extrato de Arrabidaea chica Verlot na Distribuicao do Peso das
Patas Posteriores

Apbs a injecao de MIA, os animais passaram a apresentar sinais de
desconforto articular distribuindo o peso predominantemente na pata saudavel,
sendo esta diminuicao estatisticamente significante entre os trés grupos analisados.
O tratamento oral com o fitoterapico atenuou o déficit na distribuicdo do peso do
animal de forma significante a partir do 14° dia de inducdo de OA até o final do
experimento (aproximadamente duas semanas) em 53%. No 28° dia de
experimento, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre o grupo OA-
Fitoterapico e Sem OA (Figura 4).
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Figura 4. Avaliacdo da incapacitagao articular em ratos tratados com o extrato da Arrabidaea chica Verlot (50
mg/kg, VO) e Salina (NaCl 0,9%) administrados a partir do 72 dia ap6s a indugdo de OA. Os simbolos e linhas
verticais indicam a media + erro padrdo das médias. ANOVA — Teste de Tukey (p<0,05). A linha vertical
tracejada indica o inicio do tratamento. * Indica diferenca estatisticamente significante do grupo OA- Salina e

SEM OA. ° Indica diferenca estatisticamente significante do grupo OA - Fitoterapico em relagdo ao grupo ao

grupo Sem OA. # Indica diferenga estatisticamente significante do grupo OA — Fitoterapico em relagéo ao grupo
OA- Salina

3.4 Efeito do extrato de Arrabidaea chica Verlot na Hiperalgesia Mecéanica

O MIA induziu de forma significante a hiperalgesia mecanica nos grupos OA-
Fitoterapico e OA-Salina relacdo ao grupo Sem OA no 5° dia apds a sua injecdo. O
tratamento com o extrato de ACV melhorou a hiperalgesia mecanica dos animais em
12%, onde o grupo OA-Fitoterapico mostrou uma diferenca estatisticamente
significante em relagdo ao OA-Salina no 14° dia. Os animais apresentaram
resultados semelhantes a partir do 21° dia do experimento. (Figura 5).
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Figura 5. Avaliacdo da hiperalgesia mecénica em ratos tratados com o extrato da Arrabidaea chica Verlot (50
mg/kg, VO) e Salina (NaCl 0,9%) administrados a partir do 7° dia ap6s a indugao de OA. Os simbolos e linhas
verticais indicam a media * erro padrdao das médias. ANOVA — Teste de Tukey (p<0,05). A linha vertical
tracejada indica o inicio do tratamento. * Indica diferenga estatisticamente significante do grupo OA- Salina e

SEM OA. ° Indica diferenga estatisticamente significante do grupo OA — Fitoterapico em relagdo ao grupo ao

grupo Sem OA. # Indica diferenga estatisticamente significante do grupo OA — Fitoterapico em relagdo ao grupo
OA- Salina

4. DISCUSSAO

Os compostos naturais com diferentes mecanismos de acdo podem ser
usados para tratar doengas inflamatdrias [29], especialmente a partir de plantas a
serem utilizadas para tais finalidades. Muitas espécies utilizadas tradicionalmente
tém mostrado sua aplicacdo terapéutica. O presente estudo demonstrou
propriedades anti-inflamatdrias e analgésicas do tratamento oral de Arrabidaea chica
Verlot em um modelo de osteoartrite através de parametros clinicos.

A injecdo intra-articular do MIA, como avaliado em outras pesquisas,
provocou a degeneracdo dos condrocitos através da inibicdo do 3-fosfato-
gliceraldeido, resultando em OA [9; 30]. Neste estudo, esse efeito levou a uma
reducao do escore de marcha dos animais induzidos, em que a utilizacao do extrato
de ACV melhorou a deambulacédo forcada a partir da segunda semana. Com a
progressao da OA, a dor torna-se continua, difusa e basicamente mecanica, isto é
protocinética. No entanto a utilizagdo da ACV foi capaz de diminuir a sintese e
ativagdo da MMP-9, estimular o colageno total e a MMP-2, além de melhorar a
recuperagao da marcha em animais com lesao do tendao de Achilles [2]. Ent&o, faz-
se necessario uma avaliagcdo mais objetiva para elucidar como o extrato seria capaz
de atuar na marcha dos animais nas fases mais tardias da osteoartrite.

A sensibilizacao periférica faz parte da patogénese da OA devido a uma acao
aumentada nos terminais de nociceptores, decorrentes do efeito de
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neuromediadores inflamatérios, levando a chamada alodinia e hiperalgesia e
consequentemente uma diminuicdo do limiar da dor, inducdo de descargas
ectopicas e aumento dos canais de sddio [4; 13; 19]. O uso do MIA provocou uma
diminuicdo do limiar doloroso nos teste de Von Frey e Randall Sellito, em que o
extrato da ACV melhorou a alodinia a partir do 142 dia até o final do experimento e a
hiperalgesia mecanica no 14° dia. E possivel que haja uma acdo periférica da
Arrabiadaea chica, assim como foi evidenciado em outra espécie do mesmo género
(Arrabidaea brachypoda) devido a semelhanca dos seus compostos ativos, onde a
ultima mostrou efeito antinociceptivo periférico, além de mostrar uma atividade anti-
inflamatéria por inibir o recrutamento de leucécitos em um modelo de peritonite
induzida por polissacarideos [27].

Alteragcdes na distribuicdo do peso entre as patas posteriores foram utilizadas
como indicadores de desconforto articular e presenca de inflamacdo e dor
provocadas pela inducdo da osteoartrite [17]. A acdo do MIA é dose e tempo
dependente, ou seja, com trés dias apds administracdo, tem-se uma fase aguda
inflamatoria, seguida de uma fase crbnica degenerativa em torno do 14° dia, com
componente neuropatico e alteragdes do osso subcondral [14; 24]. Neste estudo, o
efeito da injecao intra-articular do MIA também se mostrou evidente na assimetria de
peso entre as patas posteriores dos animais, onde o extrato hidroalcodlico
conseguiu reduzir esse desconforto a partir da segunda semana até o final do
experimento, ndo mostrando o comportamento doloroso bifasico, evidenciando uma
possivel acdo ndao s6 no carater inicial da patogénese da osteoartrite, mas também
diminuindo a sensibilizacdo central e consequentemente aliviando o desconforto
articular do animal.

Apesar de nao haver até o presente momento estudos com uma metodologia
de avaliagdo clinica semelhante, os resultados encontrados nessa pesquisa
poderiam ser explicados pela atividade anti-inflamatéria do extrato da Arrabidaea
chica Verlot, como demonstrado por Zorn em 2001, onde notou que o extrato era
capaz de inibir o fator de transcricao nuclear kappa B, evitando com isso a formacéao
de citocinas e enzimas inflamatérias como iNOS, COX-2, 5-LOX e fosfolipase A2
citosélica [35].

O estresse oxidativo do processo inflamatério implica em um estado de
distarbio celular, onde as espécies reativas de oxigénio (ROS), juntamente com as
metaloproteinases (MMPs) degradam os componentes da matriz articular, oxidam
fatores de transcricao e levam a morte celular. Os componentes ativos da ACV, mais
precisamente os flavonoides e carotenoides, possuem uma acdo antioxidante,
atenuando dessa forma a degradacao da cartilagem articular [20; 21; 34]

Outra provavel explicacdo para melhora clinica dos animais avaliados seria a
atividade das antocianinas no sentido de inibir a atividade da cicloxigenase | e I,
bem como de suprimir a produgéo do éxido nitrico [31].

Dessa forma, novos estudos com a aplicagdo oral do extrato de Arrabidaea
chica visando um possivel efeito anti-inflamatério e analgésico podem ser
realizados, objetivando ampliar o conhecimento e desfazer as possiveis divergéncias
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gue existem na literatura. E, apesar da melhora clinica apresentada pelos animais
no estudo, sua metodologia ndo é capaz de definir de forma clara quais seriam os
principais mecanismos de acdo da ACV envolvidos.

Ao final desse estudo, podemos concluir que a utilizagdo do extrato
hidroalcodlico de Arrabidaea chica Verlot na dose de 50 mg/kg via oral a partir do 7°
dia apés a inducdo da osteoartrite, foi capaz de reduzir as alteragdes
comportamentais (marcha, distribuicdo do peso nas patas posteriores, alodinia e
hiperalgesia mecéanica) e portanto melhorou o padréo clinico e reduziu a dor cronica
em um modelo experimental de osteoartrite em ratos.
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ANEXO 2 - NORMAS DA PAIN ® - THE JOURNAL OF THE INTERNATIONAL
ASSOCIATION FOR THE STUDY OF PAIN

Q60812 PAINE - Blsevier

ELSEVIER

http /fwww.ekeviar.com/wps/find/journaidescription.cws_home/506083/authorastructions
PAIN®

The Jaurnal of the Intermational Association for the Study of Pain
Guide for Authors

PAIN® is the offidal publication of the Intemational Assoclation for the Study of Pain® (1a5P™), paIN®
pubishes orginal research an the nature, machanisms and treatment of pan and provides 2
multidiscpinary forum for the dissemination of research in the basic and clinical sdences.

Editor-in-Chief: Prof. Allan 1. Basbaum, Editor-in-Chief, PAINY, Department of Anatory and W.M. Keck
Foundation Center for Integrative Neuroscence, University of California, San Francisco, CA, USA.
Editorial Office: PAIN Editors, 111 Queen Anne Ave N, Suite 501, Seattle, WA 98109-4855, USA,

Types of Papers:

Chnlcal/Basic Science Research Reparts (for ward limitations, see below).

Chrical Notes (brief reparts on ¢inical cases).

Reviews and e-Pain (Cinical topics with photos, videc, or audio content),

Letters ta the Editor

Topical Reviews (artikles that summarize recent findings and highlight Issues In clinical research, These
are usually solicited, but presubmission inquires are welcome.)

The reviewing process for all articles w# be handied by the Editor-in-Chief, Allan 1. Basbaum and the
Saction Editors:

Clhnical Psychology: Chris Ecdeston, Bath, UK

Clnical: Saience, Epidamaiogy and Clinical Notes: Jorgen Dahi, Cepenhagen, Denmark; Jane Ballantyne,
Seattle, USA; Henry McQuay, Oxford, UK

Reviews and e-Fain: Michael C. Rowbatham, San Francisco, CA, USA

Paln Measurement and imaging; Karen Davis, Taronto, Canada

Neurchwology: Jeffrey S. Moail, Canada; Rolf-Detief Treede, Germany

Pharmacalogy: Anthony Dickenson, Landon, Uk.

Artickes that are chosen for Pain Qinical Updates, which & edited by Jane BaBantyne, Boston, MA, USA
wil be publshed by IASP and are available on the IASP website: www. iasp-pamorg under
‘publcations’.

Announcements will not be published in the jounal. (See below for advertising information.) For possible
inclusion of announcements in the JASP Newsletter, please contact Executive Officer JASP, 111 Queen Anne
Ave N, Suite 501, Seattie, WA 9B8109-4955, USA. (fax: +1 206 283 9403, e-mail: [aspdeskBiasp-pain.org;
WWW Sp-0an.ong.

Cover Matenal. Suggestions for cover phategraphs or diagrams of cincal or bask research data are invited.

The illustration may be from a manuscript submitted for publication, & previous paper published in PA]N", or
material not published previously. Photographs of histoncal interest are also welcome.

Onfine Accass to PAIN® for members (only) can be found on: www.iasp-pain.org/PAIN
INSTRUCTIONS TO AUTHORS
1. General

Cover latter: A lettér accompanying the manuscript should include a statement of any finandal or other
relationships that might lead te a confict of interest and the names of four potential reviewers with
complete contact detads, As our objective is to obtain independent reviews that are free from bias, please
do NOT suggest people with whom you have worked or published in recent years and no one who works at
your Institution. There is. no assurance that reviewers will be chosen from the list you provide. PAIN® daes
not publish open label trials, with the possible exception of the Clinical Notes section.
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Submission of a paper to PAINY & understood to imply that & has not previously been published {except in
abstract form) and that it & not being considered for publication elsewhere.

Manuscripts submitted under muipke authorship are reviewed on the assumption that (1) all authors isted
concur with the submitted version of the manuscript and with the listing of the authars; (2) authorship
credit Is based on Important contributions in ane or more of the following areas: conception and desgn,
anafysis and interpretation of data, drafting of the manuscript or making inteliectual contnbutions to s
content; (1) the final manuscript has been tacitly or explictly approved by the responsible autharities in the
laboratory or institution where the work was camed out.

If iBustrations or other small parts of articles or books already published elsewhere are used in papers
submitted to PAIN®, the written permission of author and publisher concermed must be incuded with the
manuscript, The original source(s) must be indicated In the kegend of the Illustration In these cases, or as
appropriate as a footnate to the text,

Artides should be wntten in English and should be complete in all respects. As only kmed editing is
pravided by the Pubksher, prior ta submission we ask that your artide be edited by a person experienced
wrting manuscripts in English. The layout, style and length of articde should adhere strictly to the

instructions given under "Organization of the Article® and, in particular, to the reference style of PAIN®,

Manuscripts that evaluate dinical Interventions must be randomzed, Results that are derved from studies
that are not randomized may be appropriate for the Clinical Notes section. In addition, stedies should have
high methodological guality and as large & representative sample as possible. If the paper is an
epidemiological study it shauld address & new population that will help the reader to understand the impact
of cultural and socio-economic factors on chronic pain,

The Editors of PAIN® endarse ang strongly encourage authors of reports of clinical trials to use the
CONSORT checklist, as well as the QUORUM statement used for systematic reviews found at
www_ thelancet.com under Val, 254, November 1999, D.Moher et al., "Impraving the quality of reports of
meta-analysis of randomized controfied trials: the QUORUM statement (both used with permission)”.

The Consort E-Flowchart and a checklist of items to be incloded when reporting a randomized trial can both
be found on www consort-statemant.org. If you are submitting a manuscript of a clinical trial to pain®, you
ara required to submit a flowchart of your research showing the steps found in the Consort E-Flawchart,
This should be submitted as a figure. As the flowchart will only be published in the anine version of PAINY
please supply 2 couple of summary sentences in your text refermng to the flowchart. These sentences will
appear in the paper ksue of the journal.

No revisions or updates will be incorporated after the articie has been accepted and sent to the Publsher
{unless approved by the EdXors),

For all types of papers submission to PAIN® proceeds totally online, via the WWW using EES, the
Elsevier Editonal System, at website: http://ees. elseviercom/pain.

For assistance with onine submission, please contact PAIN® at: painjournal@iasp-pain.org.
2. Preparing electronic manuscripts

Keep text and graphics (and any other items) as separate files - do not Import the figures into the text
file. Name your files using the correct extensian, ¢.9. text.doc, figla.eps, figl.tif, thil-6.xls, etc. Piease
pravide a summary of one or two sentences (25 words max.) stating the conclusions of your study. This
summary will be used in the Table of Contents. When writing the synopsis, please avoid vse of the first
person. Please also refrain from using statements that begin with, "This study...” Do not merely rephrase
the title of the paper, but rather provide some information that will inferm readers of the objective,
methods, results and/or conclusions,

Text fes should be supplied In one of the fellowing formats: Mcrosoft Word or WordPerfect, Windows or
Macntash formatted. The natwe format is preferred over ASCIL text or Rich Text Format (RTF). Please do not
import & file already in & .pdf form from your files - use source files such as Word, LaTeX etc.

Ensure that the letter "I" and the digit "1" (also letter "0" and digit "0") are used properly, and format your
artide (tabs, indents, etc,) consistently, Characters not avallable on your word processor (Greek letters,
mathematical symbois, etc.) should not be left open, but inserted using the EES code inserting tool, or else
indicated by a unique code (e.g. gralpha, &, #, etc, for the Greek ketter alpha). Such codes should be used
consistently throughout the entire text, Please make a ¥st of such codes and pravide a key.

As most formatting codes will be removed or replaced durng the publication process, do not use excessive
layout stying. Also, do not use sutormatic ward breaking, justified layout, double columns or sutomatic
paraqraph numbering {espedally for numbered references), However, do use bold face, italics, subscripts,
Supersaipts et for sdent¥ic nomenclature,

wwrw sdunser comwiny fndfeumaidesc spton priny SO0/ ofa_partersersionavedEmad «troefip .



060812 PAINE - Blsevier

Fiyures and Tables are to be submitted as separate files and on separate pages.

When preparing Ltables, if you are using a table grid, pkease use only one grid for each separate table and
not a grid for each row, If no grid is being used, use tabs to align columns, not spaces,

Toplcal Reviews are strictly bmitad to 2,000 words, do not have an abstract, and can contain ne more than
2 tables or figures; 30 references are suggested with an upper limit of 40. Supplementary online material,
such as video or additional tables are handled on a case-by-case basis.

Graphic  files:  See Ekevier's website for guidelines for preparing  electronic  artwork
seys : Ehatnitions.

The following are preferred formats: native formats of Adabe® Photoshop® and Adobe ™ Inustrator®, If this
is not possible, the graphic files may also be supplied in either TIFF, EPS, PEG, GIF or PPT format.

Al graphic files supplied 85 btmap format (not vector format) in native Adobe Photoshop®™, TIFF, PEG, GIF
or PPT must be submitted n sufficiently high resolution (240-300 dpi for gray-scale or colour images and
600-1000 dpi for line art} to a%ow for printing. Submssion of figures you have already saved on your
computer as .pdf fies is to be avoided,

3. Submission of manuscripts

Full instructions for uploadng data and files etc. are given on EES at the website: [
http- L it x
Do not type directly into EES; copy and paste previously typed material,

Electranic submission via EES requires at least one original word pracessing file; if there are any assoclated
data fikes {figures, etc), these should be included separately. It is the responsibility of the authors to create
the proper files. The editorial office cannot make conversions beyond the supported fike types. Do not send
hardcopy manuscripts or illustrations to the Edtors unless specifically requested.

Revisions: Only three versions of the paper may be permitted (i.e. the first submission and two révisions).
If the concerns of the reviewers are not satisfactorily met by the second revision, X s at the discretion of
PAIN whether or not to continue with the review process, If not, the paper will be rejected. In some cases
In response to the original critique, the revision may indude new nformation that reveals significant new
concems. This may generate new requirements for revision and indeed may akso be grounds for rejection.

Please note that whenever the authors are given the opportunity to revise a submitted manuscript,
there is no assurance that the manuscript will be accepted.

Only after “notiNcation of acceptance” or “aceptance wikth minor revision® will authors be requested
perhaps to send two sets of hardcopy illustrations to the Elsevier Editorial Office, for the purpose of
checking the quality of the processed electronic files.

4. Organization of manuscripts

EES will guide authors through the submission steps, including: Abstract, up to 6 Keywords, and the
Manuscript. The manuscript must contam an Introduction, Methods, Results, Discussion, Acknowledgemeants
and Reference List,

Length of manuscnpe: If the manuscript exceads this word count, authors will be required to revise the
paper. Abstract: 250 words; Introduection: 500 words, Discussion: 1500; Methods and Resuls: no limt,
Permssion to exceed these gudelnes must be abtained fram the Editor-n-Cheef. e-PAIN submissions have
different word limits, see -PAIN section below.

Tile page. The ttle page should include the following: {i) complete Litle {preferably no chemical formulas or
arbitrary abbreviations); (#) full names of all authors; (iii) complete affiliations of all authors; (iv) the number
of text pages of the entire maauscript induding figures and tables) and the number of figures and tablkes;
(v) the author to whom correspondence shoukl ba sent and this author's complete address, telephone
number, facsimie number and E-mail address, and, if available, URL address.

Refersnce fist:

- Citation of Rerature réferences in the text shoukl be cted using bracketed numbers that corresgand to
the alphabetized and numbered reference list as follows: "Pain i made worse if you hit the already injured
site [15)". For multiple references in the text, please use the format [number,number] {with a comma and
no spaces), For example {2,4,28,33)

- Al references cited In the text must be isted at the end of the paper, They should be numberad, typed
double-spaced, and arranged by the author alphabetically.

- All authors must be listed in the references; the use of et al. Is not acceptable.
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- References must be complete, including initizl(s) of authar(s) cked, tle of paper, Journal, year af
publication, volume and page numbers.

- For crations of books, the following uniform sequence should be mantained: author(s), title of article,
editar(s), cormpliete tithe of book, place of publication, publisher, year and page numbers.

- Joumnal titles should be abbreviated according to Index Medius, National Library of Mediine, List of
Journals Indexed, latest edition,

« Unpublished data, personal communications, and abstracts that cannot be retieved by readers (e.q.,
some meeting abstracts’, and other maccessible materials should not be listed as reference s, Unpubkshed
materials may De cted in parentheses wahin the text.

- For manuscripts contaning citations that are in presss, authors must have slectronic copies mmediately
available in cag e reviawdrs/aditors ragquest thase matariale.

- URLs should e includes for all references that are publicly accessible via the Intemet,

Examples:

[1] Adarms CWM, Neurohstochemistry, Amsterdam: Els evier, 1965,

[szgolgeng;rg ts)L Psychiatric and psychological aspects of fibromyalgla syndromre, Rheum Dis Clin N Am
1 +15:105-115.

[3] Gokdenberg DL. Fibrmyalgia and s relation to chronic fatigue syndrome, viral Bness and immune
abnarmalties. 3 Rheumatol 1989;16:91-93.

{47 Turner JA. Coping and chronic pain. In: Bond MR, Charlton JE, Woolf CJ, editors. 2ain reseacch and cinical
management. Proc. VIth Workd Congress on Pamn, Vol 4. Amsterdam: Eisevier, 1991, pp. 219-227.

Summary: Plaase provice a synopsis of one or two sentences (about 25 words) stating the concluslons of
your study. Thes will be used In the Table of Contents, Whan writing the synopsis please awold use of the
first person. Picase alks> refrain from using statements that begin wikth *This study...”. Do not merely
rephrase the title of the paper, but rather provide some information that wil inform readers of the
objective, methaods, resuts and/or condusions.

INHustrations: Authors syould consult ESevier's website for quidelines for preparing (electronic) artwark
www elseviar.comartwarkinsteuctions

Journal dustrations will appear either across a single column (=8.4 ¢cm) or a whole page {=17.6 cm}. The
llustrations should be nimbered n Arabic numerals according to the sequence of appearance in the text,
where they are referred to as Fig. 1, Fig. 2, etc. Please do not submt lllustrations as .pdffiles .

After acceptance of an articke the pubisher may request that electronic files of the illustrations be
accompanied by a hardcopy set of the final ibustration s. Any hardcopy illustrations should bear the authar's
rradrim, L orkenitg Liun (Lop, bullurm, 2ic,) ditd e numberned, Hardoopy colour Dgures shuuid Ue submitied os
separate prints and not >e mounted on cardboard, Slites taken from Bbeled printsare ako acceptabia,

Colour reproduction. There are no cokur charges. However, if the Edrtor-in-Chief concludes that the colour
images were nat necessary, colour charges wil be imposed. In that case the charges will be EURD 300.00
for the first page involving colour, and EURD 200.00 per page for all subsequent pages involving colour in a
given articke (all prices ndude sakes tax).

Figure legends, Provide each illustration with a title and an explanatory legend, The title should be part of
the legend and not be reproduced on the figure itse¥f. Legends should ba numbered consecutively in Arabic
numerats and should be placed on 2 separate page at the end of the manuscipt and begin with the
number af the illustration to which they refer. All symbols and abbreviations used In the figure must be
explained.

Tables. Tables, with their captions and legends, should be intelligible with minimal reference to the text,
Tables of numerical data should each be typed (with double-spacing) ¢n a separate page, numbered in
seguence in Arabic numerals (Table 1, 2, etc.), provided with a heading, and referred to in the text as Table
1, Tabke 2, etc. A detalled description of its contents and footnotes should be given helow the body of the
table,

Acknowledgments. Ackrowledgmeants shoukd be placed at the end of the text before the Reference List
and should specfy: (1) contributions that need acknowledging but do not justify autharship; (2)
acknowledgments of tedinical help; (3) acknowledgrments of Mmandal and material support,. specifying the
nature of the support; (4) Mnandal arrangements that may represent a possible cosflict of interest,

This would also include any of the following arrangemants, if any of the authors:

have a financial relationship to the work;

have received any government or company grants or research support;
are employees of a company;

are conswltants fo-a company,;

are stock helders of tha company;

are members of 3 speakars bureau;

have recelved anyother form of financial support.

A Conflict of Interest statement must be included for all manuscripts within the Acknaowledgements section,
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If there are no conficts of mterest, pkease explictly state this,

Ethics of Animal Experiments. Authors must acknowledge that their experiments adhered Lo the quidelnes

of the Comrittee for Research and Ethical Issues of JASP published in PAIN, 16 (1983) 109-110. Authars
should indicate # the experimental work was reviewed by an nstitutional animal care and use committea or
Its equivalent.

Ethics of Human Experiments. Authors reparting an experimental work an humans should, where relevant,
submit evidence that the work has been approved by an institutional dinical research panel or ns
equvalent.

Proofs. One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the cerresponding Author (if we do
not have an e-mail address then paper proofs will be sent by post). Elsevier now seMs POF proofs which
can be annotated' far this you wil need to downioad the latest version of Adobe® Reader® avallable free
from (3 . Instructians on how ta annotate PDF files wi accompany the proafs.
If yau do nat wish to use the PDF annotation function, you may list the comections (including reples ta the
Query Form) and retumn to Elsevier n an e-mail. Please list your corrections quating the line number. If, for
any reason, this is not possible, then mark the corrections and any other comments (including replies to the
Query Form) on a printout of your preof and return by fax, or scan the pages and e-mail them, or by post,
Please use this proof anly for checking the typesetting, ediing, completeness and corractness of the text,
tables and figures, Significant changes to the articke as accepted for publcation wil only be considerad at
ths stage with permssion from the Editor. We will do everything possible to get your artick pubkshed
quickly and accurately. Therefore, it is impartant to ensure that all of your corrections are sent back to us in
one communication: please check carefully before replying, as nduskn of any subsequent corrections
cannot be guaranteed. Proofreading is sclely your responsibility. Note that Elsevier may procsed with
publication of your artide if no response & recamed.

Page Charges. Thare will ba no page charges for PAIN,

Reprints. A total of 50 reprints of each paper wil be provided free of charge to the carrespanding author,
Addkonal copies can be ordered at prices shown on the offprint arder form, which will be sent to the author
upon receipt of the accepted article at the Publisher.

Author inquiles: For mquines relating to the submission of articles (including electronic submission), the
status of accepted artickes through our Online Article Status Information System, author Frequently Asked
Questions and any other inquires relating to Elsavier, please consult www . elseviercomyauthors

For specific nquirkes on the preparatian of electran artwork, cansult www elseviercom/artworkinstructions

Contact details for questions arising after acceptance of an articke, especially those relating to proofs, are
provided by Elsevier when an article is accepted for publication.

e-PAIN Submissions. Authars submitting manusaripts for e-PAIN should follow all the above instructions for
ther submission, excapt for the worg counts and dlustration files (see below), The ¢-PAIN manuscrpt must
be designated In EES as an e-PAIN type of submission (In the pud down menu on the submission page),
Authars are advised ta please contact the Editonial Gffice before attempting to subme any e-PAIN articles.

Printed summary: Each e-PAIN manuscrigt will have a surynary that appears in the print version of PAINY,
The summary i limited to 1000 words, 1 figure or table, and & references, The elctronic version of the
manuscript has the same limits as other manuscripts: Abstract: 250 words; Introduction: 500 words,
Discussion: 1500; Methods and Results: no hmet,

Multimedis fles: Please contact the Editorial Office at painjournal@iasp-pain.org before attempting to
submit these files, The additional e-fles that are submitted may ndude a variety of multimedia options,
such as large NMgures, photographs, brief video clips, with or without audio content. Material submitted for
pubication on-Gne via e-PAIN must be of 3 high enough resolution to be viewablk in a web page type
format. These additional fles shouki be uploaded only an the spedal page to which they will be directed
during submission by EES. A maximum of 10 digital images, 2 video clips, and 2 aud fles can be submitted
for an e-PAIN manuscnpt, File limits for each figure or photograph Is 1.5 mb, each wideao chp is bmited to 3.0
mb, and separate sudio content = limited to 1.0 mb.

Costs: There are no charges for material presented on-Bne ncluding colour figures, If together wkh your
accepted artide, you submit usable colour figures then Elsevier will ensure, at no additional charge, that
these figuras wil appear In colour on the web (e.g9. SclenceDirect), regardiess of whethar or not these
llustrations are reproduced in colour in the printed version. Each author will be provided with a .pdf version
of the text and photographs contained in the ful material (print and online material), and 50 copies of the
summary of the articde that appears in the print version of PAINT. Authars will not receive a reprint that
includes videa and audio content.
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