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RESUMO

Objetivo: No presente estudo, avaliou-se o efeito do extrato etandlico de folhas
da Arrabidea chica Verlot (ACV) por via oral, em modelo experimental de
osteoartrite (OA) em ratos. Material e Métodos: 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 injecao intra-articular (IA) de
monoiodoacetato de sodio (MIA) no joelho direito, e no terceiro grupo (Sem OA)
nao foi induzida OA. Os animais do grupo OA-Fitoterapico receberam tratamento
(50 mg/kg VO) a partir do 7° dia apés a indugao até o 28° dia, enquanto o grupo
OA-Salina recebeu mesmo volume de NaCl a 0,9%. Ao fim do experimento Os
animais foram mortos com dose letal de anestésico para realizagdo da analise
radiolégica e extracdo da membrana sinovial para analise histopatolégica.
Resultados: A injecdo do MIA conseguiu induzir alteragdes radiol6gicas e
histoldégicas na articulacao, entretanto ndo houve diferenca estatistica entre o
grupo OA-salina e o grupo OA-Fitoterapico. Apesar disso observou-se em uma
analise descritiva que o grupo OA-Fitoterapico apresentou uma predominancia
maior de casos de sinovite de baixo grau quando comparados ao grupo OA-
salina. Conclusao: O extrato etandlico de ACV nao foi capaz de alterar ou
impedir as alteragdes radioldgicas e histopatolégicas mais frequentes na OA.

Palavras-chave: Osteoartrite; Arrabide chica Verlot; Inflamagéo; Dor Crdnica.
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ABSTRACT

Aim of investigation: In the present study, it was evaluated the effect of leaves
of Arrabidaea chica Verlot (ACV) extract used by oral form in an experimental
model of osteoarthritis (OA) in rats. Methods: 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. At the end of the experiment, the animals were killed with a lethal dose of
anesthetic, in order to make the radiographic analysis and the extraction of the
synovial membrane for histopathological analysis. Results: The injection of
MIA could induce radiological and histological changes in the joint; however,
there was no statistic difference between the OA-Salina group and the OA-
Fitoterapico group. Despite those results, it was observed in descriptive analisys
that the OA-Fitotarapico group showed more cases of low-grade synovitis if
compares to the OA-salina group. Conclusion: The ACV extract was not capable
of diminish the changes of the most frequent radiological and histopathological
OA alterations.

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

A osteoartrite (OA) é caracterizada por um conjunto heterogéneo de
condi¢des que induzem sinais e sintomas articulares associados a degeneragao
da cartilagem articular e tecido 6sseo adjacentes. E a forma mais comum e
frequente entre as doencas que acometem a articulagdo e afeta principalmente

quadris, joelhos e maos [14].

Ha vérias décadas a fisiopatogénese da OA vem sendo estudada e
atualmente, admite-se que ha um processo degenerativo e inflamatério na
articulagdo, resultante do desequilibrio entre a condroformacdo e a
condrodegeneracao naturais em cada célula condrocitica [24]. Estas células
produzem niveis elevados de citocinas inflamatérias que reduzem a sintese de
colagenos e promovem aumento de mediadores catabdlicos — como
metaloproteases (MMPs) — e outras substancias inflamatdrias. Essas alteragdes
intra-articulares decorrentes dos fenémenos de hiperatividade funcional celular

provocam uma sinovite persistente [19].

Nas doencas articulares degenerativas e inflamatérias a radiografia
ajuda a avaliar o grau de comprometimento e orientar alternativas possiveis de
tratamento. Os achados radiolégicos mais importantes na OA de joelho sao a
presenca de cistos e escleroses subcondrais, ostedéfitos marginais e diminuigéo
do espago articular [20; 21].

Radiografias de alta qualidade possuem elevada acuracia na
identificacdo de mudancas estruturais resultantes da OA, porém o diagndstico
pode se tornar dificil nos estagios iniciais da doenca. Neste sentido, avaliagdes
histolégicas sdo usadas, em muitos estudos, como o “padrédo ouro” no

acompanhamento da progressao da doenca [4].

Apesar da existéncia de exames complementares, sabe-se que em
grupos de alto risco, o diagnostico de OA pode ser realizado com base nos sinais
e sintomas tipicos da doenca, sem qualquer recurso radiografico ou laboratorial
[1]. A dor geralmente € o principal sintoma na OA, sendo muitas vezes
exacerbada pelo uso extensivo da articulacdo [15]. Entende-se a dor na OA
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como resultado de uma combinacdo de fatores mecénicos localizados,

sistémico-inflamatorios e até neuroldgicos centrais [24].

O tratamento geral da OA visa combater a dor, preservar e melhorar a
funcao articular, reduzir a incapacidade funcional e bloquear os fatores de piora
do prognéstico [5]. Dentre as opgdes terapéuticas os anti-inflamatérios nao-
hormonais apresentam uma resposta expressiva principalmente nas fases de
sintomas dolorosos agudizados. Esses medicamentos reduzem, mas nao
eliminam totalmente a inflamacdo, sendo considerados, portanto, como

farmacos de agéo sintomatica [24].

As plantas medicinais sdo fontes de ampla variedade de compostos
biologicamente ativos e comprovadamente apresentam atividade analgésica e
anti-inflamatéria [16]. Dentre as plantas medicinais comumente utilizadas
encontra-se a espécie vegetal Arrabiadaea chica (Humb. & Bonpl.) Verlot,
natural da regido amazénica [17] — popularmente conhecida como crajiru,
carajiru ou pariri — € utilizada por populacdes indigenas para pintura de corpos e
utensilios, sendo conhecida também por suas propriedades anti-inflamatérias e
cicatrizantes [2].

Uma ampla revisao da bibliografia indicou que varios efeitos bioldgicos
e farmacologicos tém sido relatados para diferentes extratos e fracdes
preparados a partir das folhas de Arrabidea chica Verlot (ACV), entre os quais:
hepatoprotetor; antimicrobianos; cicatrizagdo de feridas de pele e tendao; anti-
inflamatérios e antioxidante [22].

Baseado nessa agédo anti-inflamatéria, bem como no proprio papel da
inflamacao na fisiopatogenia da OA, motivou-se a investigagdo do efeito deste
extrato, quando administrado por via oral, na evolucdo da OA induzida em ratos,

através da avaliagcao de parametros histologicos e radioldgicos.

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
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Maranhao, no ano de 2014. Foi submetido a analise e aprovado pelo comité de
ética em pesquisa da Universidade Federal do Maranhdo sob protocolo de
namero 23115006307/2010- (ANEXO 1).

2.1 Animais

Foram utilizados 18 Rattus Norvegicus, linhagem Wistar, pesando
aproximadamente 200g-250g, machos, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Maranh&o, Maranhdo, Brasil. Os animais foram
confinados em gaiolas (n=3/gaiola) no Biotério Setorial do Laboratério
Experimental de Estudo da Dor 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.
2.2 Coleta da espécie vegetal e identificacao botanica

Foram realizadas coletas de folhas adultas de Arrabidaea chica Verlot
em habitat natural [18] nos periodos de seca e chuva, em atendimento as
determinagOes estabelecidas na literatura especializada [7]. 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 no herbéario deste departamento sob o numero
de registro 1067.

2.3 Preparo do extrato etandlico

O material vegetal coletado foi seco a 40° C em estufa com circulagdo
de ar e em seguida pulverizado em moinho elétrico para obtencéo do po, que foi
embebido em 4&lcool etilico a 92% na propor¢cao de 1:4 (v/v) e posto em
maceracgao, sob agitacdo manual diaria. A extracdo alcoolica do macerado foi
realizada mediante trés trocas sucessivas a cada 72 horas, com a renovagéo do
solvente. Ao final deste processo, os extratos foram reunidos e filtrados com
gaze. O filtrado foi concentrado em rotaevaporador, 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 refrigeracao (5°C).
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Na determinacao 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 balanga analitica para determinagao do peso seco dos
residuos. Esta operacéo foi repetida sucessivas vezes até obtencdo de pesos
constantes. Para calculo do rendimento utilizou-se o peso total do pé, o peso
seco obtido e o volume final total do extrato concentrado.

Quando necessarias, pequenas aliquotas, determinadas previamente
em funcgao 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 concentragcdo desejada com agua destilada ou

solucao fisiolégica, conforme a via de administracao a ser utilizada.
2.4 Protocolo Experimental

Utilizou-se modelo experimental de osteoartrite com monoiodoacetato
de sodio (MIA), pois a inducao com esta substancia possui caracteristicas
especificas que se aproximam das altera¢des importantes que ocorrem na OA,
tais como esclerose do osso subcondral, formacdo de ostedfitos, lesdo da
cartilagem e alteragbes de biomarcadores como glicosaminoglicanos e
metaloproteinases [6; 11].

Os animais foram anestesiados através de isoflurano 1%. Apoés
certificagdo do plano anestésico, realizou-se a tricotomia da pata posterior
direita, posteriormente antissepsia local com solugdo topica de
polivinilpirrolidona iodo 10%. A lesao articular foi induzida por uma Unica injecéo
intra-articular de 3 mg de MIA neste joelho, diluidos em um volume maximo de
50 L de solucdao. Com a perna flexionada, na altura do joelho, em um angulo de
aproximadamente 90¢, a solugcédo 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-Fitoterapico foram induzidos osteoartrite com
monoiodoacetato de sodio (MIA) no joelho direito. A partir do 72 dia apés a
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inducao da osteoartrite, o grupo OA-Fitoterapico recebeu tratamento oral com o
extrato de Arrabidaea chica Verlot (50mg/kg/dia), o grupo OA-Salina, soro
fisiolégico a 0,9% e o grupo Sem OA permaneceu sem tratamento. Os animais
foram mortos com dose letal de tiopental (150mg) por via intraperitoneal no 28°

dia do experimento (Figura 1).

18 ratos Wistar

Ve V12

o
S DO Sem inducdo Injecdo intraarticular de MIA

(Inducao)
£ ¥ Z N
@
u% D7 — D28 Grupo Sem Grupo O_A-Salina Grupo OA-Ijitoterépico
o | (Tratamento) OA (n=6) (n=6)

)

g Sem tratamentq | Salina 0,9% VO ACV (50mg/kg) VO
©
“ N 2 4

D 28 -3 -+ Avaliacédo Radioldgica

(Eutanasia) « Avaliacao Histopatoldgica

NS

Figura 1. Esquema llustrativo do Protocolo Experimental

2.5 Analise Radioldgica

Apbés a eutanasia, as patas traseiras direitas dos animais foram
amputadas e submetidas a radiografias nas incidéncias anteroposterior e perfil,
com objetivo de avaliar a diminuicdo do espaco articular, esclerose do 0sso

subcondral e presenca de ostedfitos nos joelhos avaliados.

A incidéncia AP foi utilizada para classificar a osteoartrite pela

classificacao de Kellgren-Lawrence (K&L) [13], conforme Quadro 1.
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Quadro 1 — Classificagao de Kellgren-Lawrence

Grau 0

Grau |

Grau ll

Grau Il

Grau IV

Sem artrose — Radiologia normal

Artrose duvidosa — Estreitamento espaco articular duvidoso e
possivel ostedfito na borda

Minima osteoartrose — Possivel estreitamento articular osteofitos
definidos

Artrose moderada — Definido estreitamento articular, multiplos
ostedfitos moderados, alguma esclerose subcontral e possivel
deformidade no contorno ésseo

Artrose severa — Notavel estreitamento do espaco articular, severa
esclerose subcontral, definida deformidade no contorno 6sseo e
grandes osteofitos

Fonte: Traduzido de Kellgren JH, e Lawrence JS. Radiological assessment of ostheoartrosis. Ann Rehum.

Dis. 1957 16,494.

2.6 Analise Histopatoldgica

Ap6s a eutanasia dos animais com dose letal do anestésico, as

membranas sinoviais foram extraidas e fixadas em formol tamponado a 10%. As

amostras foram desidratadas em séries de etanol e embebidas em parafina,

sendo realizados cortes de 4um, posteriormente corados com hematoxilina-

eosina (H&E). Para avaliar o grau de inflamagéo sinovial foi utilizado o escore

proposto por Krenn et al. [12], conforme Quadro 2. Todas as amostras foram

avaliadas por um mesmo patologista, que desconhecia a que grupo pertenciam

as laminas.
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Quadro 2 — Avaliacao histopatolégica de Kreen para sinovite crénica

Aumento do
numero de
camada de células
sinoviais

Densidade das
células residuais

Infiltrado
infamatdrio

Soma de 0-1

Soma de 2-4

Soma de 5-9

0 pontos — a linha de células forma uma camada

1 pontos — a linha de células forma de 2-3 camadas

2 pontos — a linha de células forma de 4-5 camadas

3 pontos — a linha de células forma mais que 5 camadas, podendo estar ulcerada
ou com presencga de células multinucleadas

0 pontos — o estroma sinovial apresenta celularidade normal
1 pontos — a celularidade esta rapidamente aumentada

2 pontos — a celularidade estda moderadamente aumentada, podendo haver
presencga de células multinucleadas

3 pontos — a celularidade esta grandemente aumentada, com presenga de
grandes células multinucleadas, formagédo de pannus, podendo haver presencga
de granulomas reumatoidos

0 pontos — sem infiltrado inflamatério

1 pontos — poucos linfécitos ou células do plasma, situados perivascular

2 pontos — numerosos linfécitos ou células do plasma, algumas vezes formando
agregados folicle-like

3 pontos — densa banda de infiltrado inflamatorio por vezes formando agregados
folicle-like

Sem sinovite
Sinavite de baixo arau

Sinovite de alto grau

Fonte: Krenn V, et al. Synovitis score: Discrimination between chronic low-grade and high-grade synovitis.
Histopathology. 2006;49(4):358—64T.

2.7 Analise Estatistica

A comparacdo 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

pos-teste de Dunns para as variaveis 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
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3.1 Avaliacao dos parametros radioloégicos no efeito do extrato de
Arrabidaea chica Verlot no tratamento da Osteoartrite em ratos

A injecdao do MIA induziu alteragdes radioldégicas na avaliacdo do
comprometimento articular, entretanto ao fim do experimento n&o foi observada
diferencga estatistica entre o grupo OA-salina e o grupo OA-Fitoterapico (Figura
2A).

B Histograma da Classificacao de Kellgren-Lawrence:Freq. dist. (histograma)
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—~ 80 @ OA-Salina
2 Bl OA-Fitoterapico
g 60
'g_ 40
i 20
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@l SEMOA
) § 4- @ OA-Salina
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l§ ‘% 34
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-a 2 2_
Ry
() g 1-
0-

Grupos

Figura 2. (A) Grau do comprometimento articular 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 segundo classificagdo proposta por Kellgren-Lawrence Krenn. Kruskal-Wallis (p<0,05).
Sem diferencga estatistica entre OA-Fitoterapico e OA-Salina. (B) Histograma com distribuigao da frequéncia
do escore de Kellgren-Lawrence em porcentagem (%).

Na figura 3, ilustra-se exemplos das radiografias de joelho na projecao
Antero-Posterior dos grupos Sem OA (K&L Grau 0), OA-Salina (K&L Grau IV) e
OA-Fitoterapico (K&L Grau Il) do experimento.
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Sem Osteoartrite OA-Salina OA-Fitoterapico

b ]

Figura 3. Radiografias de joelho na projecdo Antero-Posterior, em modelo experimental de osteoartrite
induzida por MIA.

3.2 Efeito do extrato de Arrabidaea chica Verlot na inflamacao da

membrana sinovial

A analise histopatoldgica foi realizada com um nimero menor de laminas
nos grupos OA-Salina (perda de 2 animais neste grupo) e OA Fitoterapico (perda

de um animal) devido a problemas técnicos na preparacao das laminas.

A injecdo do MIA induziu alteracdes histopatolégicas na membrana
sinovial. Nao houve diferenca estatistica entre os grupos OA-Salina e OA-
Fitoterapico. Entretanto, o grupo OA-Fitoterapico apresentou escores de sinovite
cronica de baixo grau enquanto no grupo OA-Salina foi de alto grau. E importante
ressaltar que o grupo tratado com o extrato nao teve dano histopatolégico

adicional (Figura 4).
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B Histograma do Escore de Krenn:Freq. dist. (histograma)
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Figura 4. (A) Grau de inflamagdo da membrana sinovial 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 apds a indugédo de OA.
Os dados estéo representados pelo escore Krenn. Kruskal-Wallis (p<0,05). Sem diferenca estatistica entre
OA-Fitoterapico e OA-Salina (B) Histograma com distribuicdo da frequéncia do escore de Krenn em
porcentagem (%).

Na andlise descritiva, nao foi possivel observar relacao linear direta entre
0s piores escores histopatolégicos e os piores radiol6gicos, de acordo com 0s
histogramas nas figuras 2B e 4B.

A figura 5 apresenta exemplos da andlise histolopatolégica das
membranas sinoviais dos trés grupos do estudo. A 5A (Sem OA), representa um
corte da membrana sinovial intacta e saudavel, enquanto a 5B (OA-Salina) nota-
se proliferacdo de células sinoviais e tecido subsinovial, além de infilirado de
células inflamatérias, representando a sinovite de alto grau. Na figura 5C (OA-
Fitoterapico) nota-se celularidade ligeiramente aumentada com poucos linfocitos
situados perivascular.
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Sem Osteoartrite OA-Salina OA-Fitoteranico
A B

Figura 5. Fotomicrografia da membrana sinovial em H&E, em modelo experimental de osteoartrite induzida
por MIA. (A) Grupo Sem OA, (B) Grupo OA-Salina e (C) Grupo OA-Fitoterapico.

4. DISCUSSAO

A evolugcédo do mercado farmacéutico e o reconhecimento dos centros
de pesquisas a respeito das plantas usadas na medicina popular auxiliam o
desenvolvimento de novos medicamentos. Contudo, este estudo demonstrou
através de parametros histoldgicos e radioldégicos que o uso por via oral do
extrato hidroalc6olico de Arrabidae chica Verlot em um modelo de osteoartrite
néao apresentou vantagem no tratamento, porém observou-se sinovite crénica de
menor grau nos animais tratados. Todos os animais do presente trabalho
apresentaram OA ap6s a inducao da doenca com MIA.

Assim como em outros estudos, a injecdo intra-articular de MIA provocou
a degeneracdo de condrécitos caracteristica da OA [9; 11]. Este efeito foi
evidenciado pelo aumento do escore no grau de inflamacdo da membrana
sinovial ocorrido tanto no grupo OA-Fisioterapico, quanto no OA-Salina. Ja o
grupo Sem OA, que ndo sofreu inducdo da doenca, essa degeneracao
condrocitica ndo foi observada, no periodo estudado.

Na andlise histopatoldégica o fato do resultado ndo ter apresentado
significancia estatistica pode estar relacionado as perdas ocorridas no

experimento, que gerou um numero menor de amostras. Aliado a isso, a ndo

C
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uniformidade dos valores e a faixa de variacao relativamente ampla dos
intervalos para avaliagdo de “sem sinovite”, “sinovite de baixo grau” ou “sinovite
de alto grau” presente no escore utilizado, dificulta a adequada caracterizagéo

do tipo de inflamacao presente.

A andlise descritiva, com base no histograma de distribuicdo de
frequéncia da avaliagdo histopatoldgica, entretanto, mostra que o grupo OA-
Fitoterapico apresentou mais casos sinovite de baixo grau quando comparados
ao grupo OA-salina, em que a de alto grau foi observado em todas as amostras.
Este fato pode estar atribuido ao efeito anti-inflamatério do extrato da A. chica,
descrito por Zorn et al. (2001), relacionado a inibicdo do fator nuclear-kB (NF-
kB). Este € um mediador central da resposta imune em seres humanos, que
regula a transcricao de genes que codificam varias citocinas pré-inflamatérias,
quimiocinas, moléculas de adeséao e enzimas inflamatérias, como iINOS, COX-2,
5-LOX e fosfolipase A2 citosdlica [25]. Além disso, o NF-kB est4 envolvido na
regulacdao da transcricdo de metaloproteases da matriz 6ssea e de enzimas
angiogénicas [8], ambas substancias presentes no processo degenerativo da
OA. Por outro lado, esperava-se que os flavonoides e carotenoides,
componentes ativos da A. chica, que possuem acao anti-inflamatéria e
antioxidante [17], atenuassem a degradacdo da membrana sinovial, pois 0
estresse oxidativo do processo inflamatério ocasiona um estado de disturbio
celular que leva as metaloproteinases e espécies reativas de oxigénio (ROS) a

degradar os componentes da matriz articular [23].

Sabe-se que os achados radiogréaficos podem ter pouca relagao com os
sintomas apresentados pelos portadores de doenca das articulagoes. Além
disso, as alteracOes na largura do espaco articular, ostedfitos e degeneracoes
subcondrais podem ocorrer independentemente da presenca da OA [10].
Entretanto, os resultados do presente estudo mostram que, apds a indugéao da
doenca nos modelos experimentais, sdo encontrados escleroses subcondrais,
ostedfitos marginais e diminuicao do espago articular nos joelhos avaliados.

E importante ressaltar que nem sempre os parametros radiolégicos
estdo associados a clinica ou aos resultados histoldgicos associados. Também
nao foi possivel encontrar associacdo entre piores achados histologicos e
radiografias, entre os grupos estudados. Observou-se, somente, que os valores
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do grupo OA-Fitoterapico e do OA-Salina possuem distribuicdo variada nos
diferentes graus da classificacao de Kellgren-Lawrence. Esse resultado difere do
estudo de Garrido et al. (2011) que encontraram discordancia entre classificacdo
radiologica, alteragdes macroscopicas e resultados histoldgicos, principalmente,
em situagoes que indicavam uma osteodegeneragao menos avangada. Quando
0 espaco articular ndo esta totalmente obliterado ou as extremidades femoral e
tibial estdo proximas a linha articular, € dificil determinar se houve ou néo
destruicao 0ssea, resultando, portanto, em escolha incorreta entre os graus mais
leves [10].

Conclui-se que o extrato etandlico de Arrabidaea chica na dose de 50
mg/kg/dia, por via oral, ndo foi capaz de alterar ou impedir as alteragdes
radiolégicas mais frequentes que ocorrem na OA, entretanto nos animais
tratados com o fitoterapico, observou-se sinovite crénica de menor grau. Sabe-
se gque as plantas medicinais sdo fontes de ampla variedade de principios ativos.
Torna-las acessiveis aos usudrios do Sistema Unico de Saude (SUS) pode
proporcionar ampliagdo das opcdes terapéuticas, além de promover inclusao
social e melhoria da atencdo a saude [3]. Sugere-se a realizacdo de novos
estudos mais aprofundados, que incluam numero maior de modelos
experimentais, para proporcionar melhor compreenséo dos mecanismos de a¢ao
do fitoterapico, de forma a desfazer as possiveis divergéncias que existem na

literatura.
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laboratary 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 PAINY, 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 Ilustration In thase cases, or as
appropriate as a footnote to the text,

Artides should be wntten in English and should be complete in all respects. As only kmited editing is
pravided by the Pubksher, prior ta submission we ask that your artide be edited by & person experienced
writing 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, studies should have
high methodokgical guality and as lerge & 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 and strongly encourage authors of raports 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 controfed trals: the QUORUM statement (both used with permission)”.

The Consort E-Flowchart and a checklist of items to be incleded 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 a5 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 refemng to the flowchart. These sentences will
appear in the paper issue 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 on-ine submission, please contact PAIN at: painjournal@iasp-pain.org.
2. Preparing electronic manuscripts

Keep text and graphlcs (and any other items) as separate filks - do not Import the figures Into the text
file. Name your files using the correct extenshon, ¢.g. 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 inform readers of the objective,
methods, results and/or conclusions,

Text fles 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 symbols, etc.) should not be left open, but inserted using the EES code inserting tool, or else
indicated by a unique code (e.g. gralpha, &, #, atc, for the Greek ketter alpha). Such codes should be used
consistently throughout the entire text, Please make a2 45t 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 styling. 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 ete, for sdent@ic nomenclature,
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Figures and Tables are to be submitted &% separate files and on separate pages.

When preparing tables, 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 mere 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 , Ehatnietions;

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

Al graphic files supplied 85 btmap format (not vector format) in native Adobe Photoshops, 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 aMow for printing. Submission 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: (3
htsp-Li dsovi i

Do not type directly into EES; copy and paste previously typed material,

Electranic submission via EES requires at least one original word processing file; if there are any associated
data fikes (figures, etc.), these should be included separately. It is the responsibility of the authors to create
the proper files. The editerial 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 revisions).
If the concerns of the reviewers are not satisfactorily met by the second revision, X s at the discretion of
PAIN whether or not 1o continue with the review process, If not, the paper will be rejected. In some cases
In response to the original critigue, the revision may mndude new nformation that reveals significant new
concems, This may generate new requirements for revision a2nd indeed may also 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 “acceptance wikh minor revision® will authors be requested
perhaps to send two sets of hardcopy illustrations to the Esevier 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 contan an Intreduction, Methods, Results, Discussion, Acknowledgemants
and Reference List,

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

Tile page. The ttle page should include the following: (i) complete title {preferably no chemical formulas or
arbitrary abbreviations); (#) full names of all authers; (i) complete affiliations of all authars; (iv) the number
of text pages of the entire maauscript (induding figures and tables) and the number of figures and tables;
(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.

Reference fist:

- Citation of Rerature réferences in the text shoukl be cted using bracketed numbers that corresgaond to
the alphabetized and numbered reference list as follows: "Pain & made worse il 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 tomplete, Including initial(s) of authar(s) cked, ttle of paper, Journal, yecar of
publication, volume and page numbers.

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

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

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

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

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

Examples:

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

[glsgolgenggrg\ gL Psychlatric and psychological aspects of fibromyalgla syndrore. Rheum Dis Clin N Am
1 +15:105-115.

[3] Gelkdenberg DL. Fibrmmyalgia and s relation to chronic fatigue syndrome, viral ness and immune
abnaormalties. 3 Rheumatol 1989;16:91-93.

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

Summary: Plase 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 Caontents, When writing the synopsis please awold use of the
first person. Picase alks> refrain from using statements that begin wikh *This study...”. Do not merely
rephrase the title of the paper, but rather provide some information that wil inform readers of the
objective, methads, resuts and/or condusions.

TNustrations: Authors syould consult ESevier's website for quidelines for preparing (electronic) artwark
www elseviar.com/atwarkinstauctions

Journal Mustrations will appear elther across a single column (=8.4 ¢cm) or a whole page {=17.6 cm}. The
llustrations should e nimbered n Arabik numerals according to the sequence of appearance in the text,
where they are referred to as Fig. 1, Fig. 2, etc. Please do not submk lllustrations as .pdf files.

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
ridrrm, L orkenitg Liun (Lop, Lollurm, 2ic,) gt Ue pumbered, Hardoopy colour Dgures shouid Ue submitled gas
separate prints and not >e maunted on cardboard, Slies taken from Bbeled prints are ako acceptadia,

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

Figure legends, Provide each illustration with a title and an explanatory legend, The title should te part of
the legend and not be reproduced on the figura itse¥f. Legends should ba numbered consaoutively in Arabic
numerats and should be placed on a separate pag® 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 intefligible with minimal reference to the text,
Tables of numerical data should each be typed (with double-spacing) on a separate page, numbered in
seguence in Arabic numerats (Table 1, 2, etc.), provided with a heading, and referred to in the text as Table
1, Table 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 specify: (1) contributions that need acknowledging but do not justify authorship; (2)
acknowledgments of tedinical help; (3) acknowledgrmeants of fnandal and material support,. specifying the
nature of the support; (4) fnandal arrangements that may represent a possible cosfiict of interest,

This would also include any of the following arrangemeants, 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 Acknowledgements section,
wwrw sturser comiwpng Endvicumakiesc spton pany S0E08 3 gl prmerseniontavod Emad =truefip .
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If there are na conficts of mterest, please explicitly state this,

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

of the Comrittee for Research and Ethical Issues of JASP published n PAIN®, 16 (1933) 109-110. Authors
should indicate # the experimental work was reviewed by an mnstitutional animal care and use committee or
Its equvalent.

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
equmvalent.

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 sends POF proofs which
can be annotated; forthis you wil naed to downkad the latest version of Adobe® Reader™ avallable free
Mmmmmmmmmu Instructsans on how to annotate PDF files w i accompany the proofs.
If you do not wish to use the PDF annatation 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 proof and return by fax, or scan the pages and e-mail them, ¢r by post,
Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and corractness of the text,
tables and figures, Sianificant changes to the artide 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 praceed with
publication of your artide if no response & recaned.

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

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

Author inquikies: For inquines 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 preparatien of electranc artwork, cansult www .elseviercom/artworkinstructions

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

@-PAIN Submissions. Authors submitting manuscaripts for e-PAIN should follow all the above instructions for
thew submission, excapt for the worg counts and dlustration files (see below), The ¢-PAIN manuscript must
be designated In EES as an e-PAIN type of submission (In the pul down menu on the submission page),
Authars are advised ta please contact the Editorial Gffice before attempting to submet any e-PAIN articles.

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

Multimedias 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
publication on-ine via e-PAIN must be of a high enough resolution to be viewable n a web page type
format. These additional fles shoukl 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 audi fles can be submitted
for an e-PAIN manuscnpt, File limits for each figure or photograph Is 1.5 mb, each wdeao 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-kne ncluding colour figures, If together wth your
accepted artide, you submit usable colour figures then Elsevier will ensure, at ne additional charge, that
these figures wil appear In colur 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 varsion
of the text and photographs contained in the ful material (print and online matenal), and 50 copies of the
summary of the article that appears in the print version of PAINT. Authars will not receive a reprint that
includes videa and audio content.
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