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“A persisténcia ¢ o caminho do éxito”
Charles Chaplin
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RESUMO

A osteoartrite (OA) é uma condi¢do cronica e gradativa gerada pela perda da
cartilagem articular. E a forma mais comum de artrite, caracterizada pela presenca de dor e
incapacidade funcional. Em modelos experimentais de inducdo de OA tem-se utilizado o
monoiodoacetato de s6dio (MIA) - um composto modificante de residuos de proteina capaz
de ocasionar a degradacdo da cartilagem articular dos animais, com o intuito de avaliar o
efeito de tratamentos alternativos frente a essa doenca. Dysphania ambrosioides conhecida
popularmente como mastruz, apresenta um grande potencial anti-inflamatério e
imunomodulador e na literatura tem descrito que a fragao de acetato de etila (FACOET) de D.
ambrosioides desempenha o efeito anti-inflamatério em modelos inflamatérios. Deste modo,
este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito do tratamento da fracdo acetato de etila frente
ao modelo experimental de osteoartrite em Swiss fémeas. Para isso os animais foram
divididos em 4 grupos: o controle, grupo dexametasona, grupo FAcOEt na dose de Img/kg e
o grupo FacEOt na dose Smg/kg. Os quatros grupos foram submetidos a indu¢do de OA por
injecdo de 10puL de MIA (dose 8 mg/kg do peso do animal) no ligamento do joelho direito. A
avaliacdo locomotora foi verificada através da atividade de subida de escada, cronometrados e
avaliados nos dias 1, 11, 21, e 31, e a circunferéncia do joelho do animal foi medido através
de fita milimétrica. No 31° dia, ocorreu a eutanasia dos animais e foram coletados o linfonodo
inguinal e o baco, os quais foram pesados e macerados, respectivamente, em 1lml e Sml de
PBS 1x; a contagem total de células foi realizada em camera de Neubauer. Por fim, a pata
direita dos animais foi removida para andlises histopatoldgicas da cartilagem. Com a indugdo
da OA, o grupos apresentaram pico inflamatério no primeiro dia de inducdo , e aos grupos
tratados com a fracdo acetato de etila de D.ambrosioides na dose lmg/kg e 5 mg/kg
mostraram diminuicdo do tempo de atividade locomotora , quando verificado em relacdo a
circunferéncia articular , observou-se diferenca significativa nas duas doses trabalhas. Quando
comparado o peso dos o6rgdos linfoides do grupo Controle com os grupos que foram
administrados as fracoes ndo houve diferenca significativa. Em relacdo aos cortes
histopatolégicos, foi observado diferenca significativa em relacdo a necrose, infiltrado
inflamatorio, extensdo da lesdo e edema entre as fragOes trabalhadas nas duas doses,
principalmente na FacOETS em relacdo ao grupo controle. Percebeu-se melhora dos animais
tratados com dose oral de D. ambrosioides tanto na dose de Img/kg quanto na dose de
Smg/kg, principalmente em relacdo a inflamacdo da regido articular quanto na manutencao da
arquitetura Ossea e cartilaginosa.

Palavras-chave :Inflamacao cronica, Monoiodoacetato de sédio, Avaliagdo locomotora.



ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a chronic and gradual condition caused by loss of joint cartilage.
It is the most common form of arthritis, characterized by the presence of pain and functional
disability. In experimental models of OA induction, sodium monoiodoacetate (MIA), a
protein-modifying compound capable of causing degradation of the articular cartilage of
animals, has been used to evaluate the effect of alternative treatments against this disease.
Dysphania ambrosioides popularly known as mastruz, has a great anti-inflammatory and
immunomodulatory potential and in the literature has described that the ethyl acetate fraction
(FACOET) of D. ambrosioides plays the anti-inflammatory effect in inflammatory models.
This work aims to evaluate the effect of the treatment of the ethyl acetate fraction against the
experimental model of osteoarthritis in female mice. For this, the animals were divided into 4
groups: the control, the dexamethasone group, the FAcOEt group at a dose of 1mg / kg and
the FacEOt group at a dose of Smg / kg. All four groups underwent OA induction by injection
of 10uL MIA (dose 8 mg / kg body weight) into the right knee ligament. The locomotor
evaluation was verified by climbing ladder activity, timed and evaluated on days 1, 11, 21,
and 31, and the knee circumference of the animal was measured by means of a millimeter
tape. On the 31st day, animals were euthanized and the inguinal lymph node and spleen were
collected, which were weighed and macerated, respectively, in Iml and 5ml of 1x PBS; the
total cell count was performed on a Neubauer camera. Finally, the right paw of the animals
were removed for histopathological analysis of the cartilage. With the induction of OA, the
groups showed an inflammatory peak on the first day of induction, and the groups treated
with the ethyl acetate fraction of D.ambrosioides at the dose 1 mg / kg and 5 mg / kg showed
a decrease in the time of locomotor activity, when verified in relation to the joint
circumference, a significant difference was observed in the two working doses. When we
compared the weight of the lymphoid organs of the control group with the groups that were
administered the fractions there was no significant difference. In relation to histopathological
sections, a significant difference was observed in relation to necrosis, inflammatory infiltrate,
lesion extension and edema between the fractions worked in the two doses, mainly in
FacOETS5 in relation to the control group. Improvement of the animals treated with oral dose
of D. ambrosioides was observed both at 1mg / kg and at 5Smg / kg, mainly in relation to
inflammation of the articulate region and in the maintenance of bone and cartilaginous
architecture.

Keywords: chronic inflammation, Monoiodoacetate sodium, Locomotor evaluation
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1.INTRODUCAO

A Osteoartrite (OA) € uma doenga articular que acomete principalmente idosos e €
responsdvel por ocasionar grande incapacidade locomotora e perda de qualidade de vida.
Afeta quadris, maos e pés, mas principalmente joelhos (BIILSMA et al.,2011; REZENDE et
al.,2013).

A OA comporta-se como uma doenca inflamatéria ocasionada devido respostas
mediadas por condrdcitos e sinovidcitos, gerando niveis séricos sinoviais de citocinas
inflamatorias elevadas (PEARLE, et al., 2007; SOHN et al., 2012). Pode-se dizer também que
¢ uma doenc¢a mecanica, pois estd relacionada com movimento e forca fisica, ou é causada por
esses fatores. A ocorréncia do aumento na forca fisica em dreas localizadas na articulagao leva
a OA. Esse estresse mecanico muitas vezes € entendido como citocinas pelo organismo, o que
pode ser interpretado por mecanorreceptores, ativando assim a cascata inflamatéria (;
PISCOYA, 2005; BRANDT et al., 2009; KAWAKITA, 2012;).

A 1mportancia nos estudos desta doenga aumenta a cada ano, visto que se observa a
tendéncia do envelhecimento da populacdo Mundial. Logo, € de suma importincia o
entendimento da fisiopatologia da OA, além da percepcio de que o processo de
desenvolvimento da doenca ndo € apenas mecanico e/ou de envelhecimento, e sim que &
composta de indmeros fatores que devem ser elucidados para um amplo entendimento da
doenca (REZENDE et al., 2013).

Em 1977 foi descrito pela primeira vez por Kalbhen e Blum a utilizacdo de
monoiodoacetato de sédio (MIA) em modelos experimentais de OA, esse composto modifica
os residuos de cisteina das proteinas e quando administrado na articulacdo de animais
ocasiona alteragdes nas concentracdes de proteoglicanas da cartilagem, interrompendo assim a
glicolise, gerando a quebra no metabolismo dos condrdcitos, tendo como consequéncia a
degradacdo da articulac@o. Por consequéncia, ocorre uma retracdo na cartilagem levando ao
processo de degradacdo, e por fim, as caracteristicas histopatolégicas semelhantes a OA de
humanos (GOLDRING, 2000).

Essa aplicacdo intra-articular com MIA gera sinais de nocicep¢do, sendo
aparentemente mais preditivo para o estudo da OA. Entretanto, no que diz respeito a dor, os
modelos experimentais tém observado o fenomeno de hiperalgesia secunddria, em detrimento
da nocicep¢do no sitio primério de lesdo, que seria o sintoma de real morbidez na clinica

(MASCARIR, 2015).
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Como forma de tratamento para essa doenga sdo utilizados anti-inflamatérios como,
meloxicam, cetoprofeno, celecoxibe, indometacina. Entretanto, esses medicamentos, geram
beneficios e maleficios, e o uso prolongado de anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs)
pode ocasionar distdrbios gastrointestinais, além de ndo serem indicados em pacientes com
histérico de doencas hepdticas e renais (CRF-SP, 2013). Outras drogas utilizadas para o
tratamento da OA s3o: 4cido hialurdnico, diacereina, glucosamina, condroitina,
insaponificdveis do abacate e para dor intensa sdo utilizados opioides (REZENDE e GOBBI,
2009).

O uso de plantas medicinais tem um vasto registro histérico. Indicios que a sua
utilizacdo para tratamento de doencas vem antes de 4.000 a.C. Tendo como exemplo, o
primeiro registro médico depositado no Museu da Pensilvania que € datado de 2.100 a.C., no
qual apresenta uma cole¢do de féormulas de trinta diferentes tipos de drogas de origem vegetal,
animal e mineral (DUARTE, 2006). Atualmente, essas plantas sio muito utilizadas pela
maioria da populacdo, que busca como alternativa a cura de doencas e sintomas,
proporcionando uma melhoria na qualidade de vida e oferecendo uma outra forma de
tratamento, além dos medicamentos alopéticos utilizados (TAUFNER et al., 2006).

Uma destas plantas utilizadas é Chenopodium ambrosioides L., ou de acordo com o
Trépicos® (TROPICOS.ORG, 2017), Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & Clemants .
(nome atualmente mais aceito), conhecida popularmente como mastruz ou erva de Santa
Maria. E amplamente distribuida no Brasil, pertence a familia Amaranthaceae, erva perene,
com até 1m de altura. E originaria da América Central e do Sul (LORENZI e MATOS, 2008).

Na medicina popular brasileira € tida como estomdtica, antirreumadtica e anti-
helmintica (LORENZI e MATOS, 2008), além de ser muito utilizada para tratamentos de
gripe (SA, 2013). Cientificamente, ja foi comprovada sua agdo cicatrizante (PINHEIRO
NETO et al., 2005), imunomoduladora (CRUZ et al., 2007), antitumoral (NASCIMENTO et
al., 2006), anti-inflamatéria (PEREIRA, 2009; 2014), apresenta efeito - na diminui¢do da
nocicepcao (GRASSI, 2011), e apresenta também atividade citotéxica contra as formas
promastigotas de Leishmania amazonensis (REIS et al., 2012). Os estudos farmacoldgicos
demonstram uma ampla propriedade terapéutica, e aliado ao reconhecido do uso popular, esta
espécie possui grande potencial para se tornar um fitoterdpico (SA, 2013).

D. ambrosioides € umas das 71 plantas da Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de
Interesse ao SUS (RENISUS), nesta lista, constam as plantas medicinais que apresentam
potencial para a geracdo de produtos para o SUS, que tem como finalidade orientar estudos e

pesquisas que possam auxiliar a elaboracdo de fitoterdpicos para uso da populagdo, com
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seguranca e eficcia para o tratamento de inimeras doencas (BRASIL, 2009). Atualmente a
Relacdo Nacional de Medicamentos Essenciais - RENAME (2013), conta com dois
fitoterdpicos para o tratamento coadjuvante nos casos de osteoartrite (OA) e artrite, como a
garra-do-diabo (Harpagaphytum procumbnes) e unha-de-gato (Uncaria tomentosa).

Tendo em vista, a importancia no desenvolvimento de novos fitoterdpicos e também
nas necessidades de cuidados com intimeras doengas, principalmente aquelas que afetam a
populagdo idosa, que segundo dados do IBGE (2008) mostram que, em 40 anos, a populacio
idosa ird triplicar no pais. E em 2030, o nimero de idosos com 60 anos ou mais de idade ird
ultrapassar o de criancas de 0 a 14 anos, e essa crescente populacdo carece de inimeros
cuidados, principalmente na sadde, que devem ser adequados (IBGE, 2008).

Nao ha dados na literatura sobre o efeito da fragdo acetato de etila do extrato das
folhas de D. ambrosioides sobre os mecanismos envolvidos com a resposta imune e
fisiolégica frente ao desenvolvimento da OA em camundongos fémeas. Sabe-se que esta
espécie tem potencial imunomodulador e possui constituintes quimicos como 4cido organicos,
alcaloides, compostos fendlicos, saponinas, taninos condensados e flavononas (NEIVA et al.,
2011). Assim, pretendeu-se avaliar o efeito do tratamento oral da fracdo acetato de etila do

extrato bruto hidroalcodlico das folhas de D. ambrosioides sobre o desenvolvimento da OA.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1-OSTEOARTRITE

A osteoartrite ¢ uma doenca articular cronico-degenerativa caracterizada pelo desgaste
da cartilagem articular, pode ocorrer em vdrios locais articulares no corpo, geralmente as
articulagdes de sustentacdo de peso (SANTOS et al, 2011). Segundo estudos recentes,
comporta-se como uma doenca mecanica, pois o movimento e a forca fisica em dreas
localizadas da articulagdo podem gerar OA (SOHN et al., 2012). Mas também é considerada
inflamatoria devido as respostas mediadas por condrdcitos e sinovidcitos (BRANDT et al.,
2009).

A OA afeta principalmente quadris, joelhos, pequenas articulagdes das maos e pés,
além de 4reas inferiores da coluna levando a grande incapacidade e perda de qualidade de
vida (BIJLSMA et al.,2011; REZENDE et al.,2013). Os principais sintomas da OA sdo dores
nas articulares de duragdo e intensidade varidveis de acordo com o estado da doenca, rigidez
matinal de curta duracdo, crepitacdo dssea, disfungdo fisica, edema, frouxiddao dos ligamentos,
diminui¢do ou perda do movimento, contraturas capsulares e fraqueza muscular (OKUMURA
et al., 2009).

O diagndstico € realizado através da historia clinica, caracterizada por dor, inchaco nas
juntas e deformidades, além dos achados ao exame fisico. Os exames de imagem, como a
radiografia, auxiliam no diagnéstico e, em situacdes especiais, pode-se necessitar de exames
adicionais, como a tomografia computadorizada ou a ressonancia nuclear magnética. Mas, em
geral, a histdria clinica e a radiografia fecham o diagnéstico (SOCIEDADE BRASILEIRA
DE REUMATOLOGIA, 2011).

A OA € considerada a doenca mais comum do aparelho locomotor e a maior causa de
incapacidade, tanto em paises desenvolvidos quanto nos chamados paises emergentes. Os
principais fatores de risco associados a OA estdo relacionados com a idade, género (mais
frequente em mulheres), obesidade, doencas metabodlicas ou enddcrinas, trauma ou sobrecarga
articular, além dos fatores genéticos (ROYAL COLLEGE OF PHYSIANS, 2008; PORTAL
SAUDE, 2011).

Cerca de 40% dos idosos com idade acima de 70 anos apresentam OA de joelhos, e
80% dos que apresentam a doencga tém algum tipo de limitacdo de movimento (SHARMA e

KAPOOR et at., 2006). Nos Estados Unidos, por exemplo, estima-se que 36,4% dos
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individuos com mais de 60 anos apresentem OA de joelhos (DILLON et al., 2006). No Brasil,
o ndmero de individuos com mais de 60 anos aumentou de 7,2 milhdes em 1980 para 19,2
milhdes em 2010 e provavelmente chegard a 64 milhdes em 2050 (IBGE, 2008).

O consideravel aumento de OA em mulheres pode ocorrer também devido ao
desequilibrio hormonal (GOMES, 2007), ap6s a menopausa a presenca de receptores de
estrogénio em tecidos articulares sugere ligacdo entre a OA e a perda da func¢do ovariana
(SOWERS e KARVONEN, 2010). Segundo WHO (2017), estima-se que 9,6% dos homens
com idade acima de 60 anos apresentavam OA sintomadtica; para mulheres este indice
praticamente duplica, chegando a aproximadamente 18,0%.

Fatores de risco como a obesidade geram sobrecarga nos joelhos e quadris,
principalmente em individuos com OA, o que ocasiona um padrdo de dor e dificuldades
funcionais, especialmente na locomocao (VASCONCELOS et al., 2010). Essas alteracOes
biomecanicas da articulagdo, levam a génese do processo inflamatério na cartilagem, o que
culmina no desenvolvimento e progressiao da doenca (JIANG et al., 2011).

Além disso, o estresse mecanico, tanto por compressao estatica quanto por dinamica,
aumenta a produ¢do de 6xido nitrico (NO) pelos condrdcitos, assim como a expressao de
o0xido nitrico sintetase (NOS) (FITZGERALD e GRODZINSKY, 2006). Os agentes
oxidantes, entre eles o NO, promovem apoptose de condrdcitos, processos catabdlicos e
degeneracdo da matriz. Sendo assim, sdo causadores de dois importantes eventos patogénicos
caracteristicos dos condrdcitos osteoartriticos: senescéncia prematura e apoptose (LOESER,
2009). Estudos recentes associaram a presenca de citocinas ao tecido adiposo, incluindo
adiponectina, leptina e resistina, que podem influenciar a OA através da degradacao direta da
articulacdo ou pelo controle de processos inflamatérios locais (SOWERS e KARVONEN,
2010).

O processo fisiopatolégico da OA envolve a perda da homeostase metabdlica com o
surgimento de sinalizadores de degradacdo, estimulados por cascatas de citocinas, e a
producdo de mediadores inflamatérios na regido articular. Em pacientes com OA, os
condrécitos, assim como as células sinoviais, produzem niveis aumentados de citocinas
inflamatdrias, como a interleucina 13 (IL-1B) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que
por sua vez, diminuem a sintese de coldgeno e aumentam mediadores catabdlicos, como
metaloproteinases (MMPs) e outras substancias inflamatérias como interleucina 8 (IL-8),
interleucina 6 (IL-6), prostaglandina E2 (PGE2) e o6xido nitrico (NO) (PELLETIER,
2001).Resultando em numa reparacao tecidual deficiente (SILVA, 2009).
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2.2-TRATAMENTO DA OSTEOARTRITE

A abordagem do tratamento da OA envolve alguns seguimentos, em linhas gerais estd
relacionado com a educacgdo do paciente sobre a doenga, controle da dor, melhora da funcdo e
diminui¢cdo da deficiéncia, alteracdo do processo de doenca e suas consequéncias. Os planos
de tratamento nunca devem ser rigidamente definidos de acordo com a aparéncia radiogréfica
da articulagdo, mas devem manter-se flexiveis, de modo que possam ser alterados de acordo

com as respostas funcionais e sintomaticas obtidas (JOSE, 2013).

2.2.1 TRATAMENTO FARMACOLOGICO E NAO FARMACOLOGICO

Todos os pacientes com osteoartrite precisam de acesso a informacado e educagdo sobre
tratamento, e a importancia de mudancas no estilo de vida, exercicios, adequacdo das
atividades, reducao de peso e outras medidas para diminuir o impacto sobre as articulacdes. O
foco inicial deve ser em autocuidado devido a importancia no incentivo ao tratamento nao-
farmacolégico.

Pacientes devem ser incentivados a prdtica regular de exercicios aerobios, de
fortalecimento muscular e de ganho de amplitude de movimento. Pacientes com OA
sintomdtica podem ser encaminhamento a fisioterapia para avaliacio e instru¢cdo de exercicios
apropriados para reduzir a dor e aumentar a capacidade funcional (ZHAZZ et al., 2010). O
uso de bengalas e andadores também € recomendado para OA sintomdtica dos joelhos,
promovendo melhora da dor e menor gasto de energia (JONES et al., 2012).

Acupuntura é uma modalidade de tratamento com comprovado beneficio na melhora
no quadro da dor na OA (MANHEIMER et al., 2010). Outras terapias do corpo e da mente,
como yoga, tai chi e qi gong também podem ser usadas no tratamento da OA, com evidéncia
de melhora. O uso de medicamentos é complementar ao tratamento ndo farmacoldgico
(SELFE e INNES et al., 2009). Este conjunto de estratégias constitui a primeira linha no
tratamento, sendo de fundamental importincia na recuperagdo, manutencdo do estado
funcional e principalmente na readaptacdo do individuo (JOSE, 2013).

Os recursos farmacoldgicos disponiveis para o tratamento da OA podem ser de uso
sist€émico, topico ou intra-articular. Entre os tratamentos farmacoldgicos disponiveis, existem

os essencialmente analgésicos, que nao interferem no curso da doenga, os anti-inflamatérios e,



22

por fim, os medicamentos modificadores da doenca osteoartrite (DMDOA), que sdo capazes

de reverter, estabilizar ou pelo menos retardar o curso da OA (LOESER, 2009).

2.2.2 TRATAMENTO ANALGESICO E ANTI-INFLAMATORIO

O medicamento de primeira escolha para o controle da dor € o paracetamol, na dose de
até 4g/dia. Uma alternativa para os pacientes com restricdes ao uso sistémico de AINEs € a
prescricdo de analgésicos como a capsaicina ou anti-inflamatérios tépicos. Tanto os AINEs
quanto os inibidores da COX-2 devem ser utilizados na menor dose eficaz € no menor tempo
possivel (JOSE, 2013).

Os profissionais de saide devem levar em conta os fatores de risco de cada paciente,
incluindo a idade, a avaliacdo do risco de toxicidade gastrointestinal e renal. O perfil do
meloxicam e dos demais COX-2 seletivos para OA, demonstram seguranca gastrointestinal e
perfil econdmico favordvel em relacdo aos farmacos da classe dos coxibes. Em caso de
resposta inadequada ou contraindicacdo aos AINEs, pode ser utilizado os opidides em caso de

dor intensa, como o tramadol (JOSE, 2013).

2.2.3 TRATAMENTO COM MODIFICADORES DA DOENCA OSTEOARTRITE

Entre os DMDOA de uso oral destacam-se o acido hialurénico (FIDEX et al.,
2006),glicosamina (TOWHEED et al., 2006), a condroitina (HOCHBERG e ZHAN , 2008), a
associacdo de glicosamina com condroitina (CLEGG et al., 2006), os extratos
insaponificdveis de soja e abacate (CHRISTENSEN et al., 2008) e a cloroquina
(VOUOLTRRNOHNO, 2006).

O 4cido hialurdnico (AH) € uma DMDOA de uso intra-articular, € a sua aplicacdo
recebe o nome de viscossuplementagdo (VS) (DE REZENDE, M.U et al., 2013). Tem
importante acdo moduladora, principalmente através da interagdo com receptores CD44
presente nos sinovidcitos tipo B (WANG et al., 2006). Além dos efeitos mecanicos de
promover melhor distribuicio de forcas, diminuir a pressdo pelo peso e recuperar as
propriedades reoldgicas do liquido sinovial, além de atuar bioquimicamente, diminuindo a

expressdo génica das citocinas e enzimas associadas a OA (WANG et al., 2006).
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Atualmente recomenda-se a adi¢do de Iml por aplicagc@o por viscossuplementagdo. Os
hialuronanos, como o hialuronato de sédio, apresentam meia-vida intra-articular de 13 horas.
E sua aplicacdo é semanal entre trés a cinco semanas (CAMPOS et al, 2013).

Os bons resultados clinicos tém mostrado a eficdcia do dcido hialur6nico no alivio da
dor e na melhora da rigidez articular, sendo seu uso intra-articular indicado para o tratamento
da osteoartrite do joelho, tanto na fase aguda quanto crénica. A viscossuplementacdo podem
ser utilizadas na articulacio dos joelhos, ou em qualquer articulagdo osteoartriticos
(LOVATO et al., 2006). Estudos relataram que a terapia combinada de acido hialur6nico e
corticoide podem reduzir maior e mais ripida a intensidade da dor do que o 4cido hialurdnico
isoladamente (JOSE, 2013).

A glucosamina participa da sintese das glicosaminoglicanas (GAGs), proteoglicanas e
hialuronato da cartilagem articular, porém o mecanismo exato ainda ndo estar elucidado
(TOWHEED et al., 2005). Funciona tanto como substrato, quanto age diretamente no
condrécito, estimulando a sintese de proteoglicanas e inibindo metaloproteases. Inibe os
efeitos da IL-1 sobre o fator nuclear capa beta dentro do condrdcito, também inibindo a
producdo de NO, mais IL-1 e TGF. Tem acdo sobre o osteoclasto e sobre a sindvia
(JIMENEZ e DODGE, 1997). H4 trés tipos de glucosamina no mercado: a glucosamina
hidrocloridrica (retirada da casca de caranguejo), a glucosamina sulfatada (retirada da casca
de camardes de dguas profundas) e a glucosamina sintética (sulfatada) (REGINSTER et al.,
2001).

O sulfato de condroitina € uma glicosaminoglicana encontrada em varios tecidos
humanos, inclusive na cartilagem hialina. Essa substincia estimula diretamente a cartilagem
através da inibicdo da IL-1 e metaloproteases (MATHIEU, 2002).

A associacdo da glicosamina com condroitina agem por vias diferentes tendo efeitos
complementares. A dose usual € de 1,5 g de glucosamina e 1,2 g de condroitina em dose tnica
didria ou dividida, dependendo da apresentacdo comercial (REZENDE e GOBBI, 2009). Sao
comprovadamente inibidores de IL-1, IL-6, IL-8 e metaloproteases e estimuladores do
condrdcito in vitro (HENRATIN et al., 2003).

Uma meta-andlise de (2008) através de estudos controlados com insaponificaveis de
soja e de abacate foi possivel observar que seu uso reduz a dor, assim colabora para a
diminui¢do da utilizacdo de analgésicos e melhora a fungao de pacientes com OA de joelhos.
Apesar disso, ainda ndo estd esclarecida a capacidade dessa droga de prevenir a perda do

espaco articular na artrose. A dose indicada € de 300mg/dia (CHRISTENSEN et al., 2008).
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Segundo o consenso brasileiro de OA (2002), os insaponificdveis de soja e de abacate
apresentam ainda efeitos de supressdo da producdo de 6xido nitrico induzida por IL-1, porém
a eficdcia clinica no tratamento da artrose nao é estabelecida.

No Brasil, hd consenso de indicag¢do da cloroquina como forma de tratamento da OA,
principalmente nas formas inflamatdrias e erosivas da artrose (VUOLTEENAHO et al.,

2005).

2.2.4 TERAPIA GENICA

Outros tratamentos em desenvolvimento relacionado a OA estao relacionados a terapia
génica e a aplicacdo de plasma rico em plaquetas. Na terapia génica, a interleucina IL-1 e o
TNF-a sdo considerados os principais potenciais alvos para terapia em OA. O NF-xB ¢ um
dos principais fatores de transcri¢ao relacionado a via inflamatéria e varios métodos t€m sido
usados para inibir a indu¢do de NFxB, como o uso de oligonucleotideos antissenso (AUTIERI
et al.,1995). A interferéncia por RNA foi capaz de inibir a expressdo de varios genes
relacionados a via de sinaliza¢do do NF-«B, tais como os genes da ciclooxigenase-2 (COX-2),
da oxido nitrico sintetase-2 (NOS-2) e da metaloproteinase-9 de matriz (MMP-9).

Esses mediadores estdo associados ao inicio e a progressdo da lesdo articular em
modelo de osteoartrite e sdo induzidos em condrdcitos expostos a IL-1 e TNF-a. Estudos
demonstram que o siRNA especifico para NF-kB p65 € um potencial candidato na terapia
génica preventiva para OA em estdgios precoces (LIANXU et al., 2006).

Outro alvo da terapia génica € a atuacdo deste processo na senescéncia dos condrocitos
como alvo de estudos com siRNA, uma vez que a idade € considerada um dos fatores de risco
para desenvolvimento de OA, devido a correlagio com a queda na sintese de matriz
extracelular pelos condrécitos .Umas das proteinas envolvidas nos estudos estd relacionada , a
pl6INK4a que tem um papel importante no controle do ciclo celular e senescéncia, atuando
como um competidor de ciclinas que controlam a saida da célula da fase G1 e levando a
senescéncia (HILL et al., 2003).

Em pacientes com OA hd uma alta expressao de pl6INK4a e o silenciamento desta
proteina in vitro em condrécitos de pacientes com OA leva a uma alteracdo de suas
caracteristicas senescentes como, aumento na expressdao de alguns genes especificos de
condrdcitos € a melhora geral em sua capacidade de reparo. A inibi¢do da pl6INK4a por
RNAIi pode ser uma estratégia terapéutica explorada para o bloqueio da senescéncia articular

de condrdcitos relevante a prevencdo e tratamento de OA (ZHOU et al., 2004).
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2.2.5 PLASMA RICO EM PLAQUETAS (PRP)

A utilizagdo do PRP injetado no sitio lesionado, gera ativacdo de plaquetas pela
trombina enddgena e/ ou coldgeno intra-celular. Uma vez ativados, desencadeiam a liberagcao
de fatores de crescimento por meio da degradacdo dos granulos alfa (AHMAD et al., 2012).
Dentre as sustancias liberadas, incluem -se o fator de crescimento derivado de plaquetas
(PDGF), antagonista do receptor da interleucina-1(IL-1RA), receptores soltveis do fator de
necrose tumoral alfa (TNF-RI), fator de crescimento transformador beta (TGF-B),
osteocalcina (Oc), osteonectina (On), dentre outros fatores (LACCI e DARDIK, 2010).Varios
destes fatores atuam com a func¢do anti-inflamatéria e anticatabdlica (VAN BUUL et al.,
2011).0 fator de crescimento transformador beta atua também como inibidor da degradacdo
da cartilagem e substancias como IGF1, PDGF e TGF-B1, auxiliam na estabilizacdo da
cartilagem por meio de regulacdo metabdlica dos condrécitos (SCHMIDT et al,

2005;ANITUA et al., 2007).

2.3- PRODUTOS NATURAIS

As plantas medicinais sdo utilizadas amplamente pelos pacientes com OA, entre estas,
pode-se destacar as formulacdes com extratos das espécies de Harpagophytum
procumbens, Uncaria tomentosa (Willd. ex Roem. & Schult) DC (LONG et al., 2001) e
Boswellia serrata (CARDOSO CC, 2015). Estas trés plantas apresentam eficdcia comprovada
ao nivel do alivio da dor e no aumento da func¢do fisica, que sdo as principais causas da

diminui¢do da qualidade de vida dos pacientes (CARDOSO CC,2015).

O fitoterapico garra-do-diabo € comercializado nos paises europeus e mais
recentemente no Brasil, com o nome de ARPADOL®. O extrato seco de raizes secundarias
do H. procumbenstem como principal principio ativo um iridéide glicosilado, o
harpagosideo, responsavel pelas propriedades terapéuticas da planta e usado como marcador
quimico (ANAUATE et al.,2009). Uncaria tomentosa (Willd. ex Roem. & Schult) DC cujo
nome popular € unha-de-gato apresenta efeito modular (SETTY & SIGAL, 2005). Outra
planta com efeito anti-inflamatério (PEREIRA et al.,2015), imunomolador (CRUZ et
al.,2007) e antiedematogénica (PEREIRA NLF et al.,2015) utilizada pela populacdo é a

Dysphania ambrosioides.
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2.4- DYSPHANIA AMBROSIOIDES

Dysphania ambrosioides é uma erva perene, com até um metro de altura. E conhecida
popularmente como erva-de-santa-maria, mastruco, mastruz, mentruco, quenopdédio, erva-
embrosia, dentre outros (LORENZI e MATOS, 2008). Possui folhas simples, alternadas,
pecioladas, de tamanhos diferentes, sendo menores e mais finas na parte superior da planta,
limbo alongado, lanceolado ou oval-alongado, base simétrica e atenuada, dpice agudo,

margem denteada, nervacdo peninérvea, folhas concolores, consisténcia papirdcea e peciolo
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Figura 1: Dysphania ambrosioides (A), exsicata (B) e folhas (C). Fonte

https://www.seedsavers.org/department/e e https://www.tropicos.org/

Dysphania ambrosioides L. pertence a familia Amaranthaceae, com divisdo
Magnoliophyta, classe: Magnoliopsida, ordem: Coryophyllales, género Dysphania e
nomenclatura biominal de Dysphania ambrosioides (Mosyakin e Clemants), com sinonimia
de Chenopodium ambrosioides (LORENZI e MATOS, 2008; TROPICOS.ORG, 2017).

E origindria da América Central e do Sul, possui distribuicdo cosmopolita, exceto
pelas regides mais frias do Hemisfério Norte. E espontinea em todas as regides do Brasil,
principalmente na regido sul e sudeste, onde € considerada planta daninha (LORENZI e

MATOS, 2008).


https://www.seedsavers.org/department/e
https://www.tropicos.org/
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Em relacdo aos compostos encontrados nas folhas desta espécie identificou-se a
presenca de triperpenoides e esteroides (VALERIO, 2014). Em outro estudo, o extrato aquoso
das folhas do mastruz apresentou também taninos, gomas, heterosideos senevolicos,
mucilagens, cumarinas, fendis, esterdides, triterpendides, carotendides e alcaloides (SILVA et
al., 2012). Segundo Nara e colaboradores (2015), apresenta ainda flavonas, flavondis,
xantonas e flavononas. No 6leo das partes aéreas da planta, é encontrado (Z)-ascaridol, 2-
careno, p-cimeno, isoascaridol e a-terpineno (FERRARI-FILHO et al., 2012). Essa variacao
na composi¢ao dos compostos encontrados ird tanto variar com o tipo de método extrativo
quanto a fatores expostos, como sazonalidade , ritmo circadiano , a disponibilidade hidrica,
nutrientes, dentre outros fatores que podem afetar o conteido final de metabdlitos
secundérios em plantas medicinais, além das condi¢des de coleta, estabilizacdo e estocagem,
podem ter grande influéncia na qualidade e, consequentemente, no valor terapéutico dos

produtos desenvolvidos (GOBBO-NETO e LOPES, 2007).

2.4.1- PROPRIEDADE MEDICINAL

Em relagcdo as propriedades medicinais possuem atividades antiparasitdria, atividade
analgésica, atividade anti-inflamatéria, atividade antifingica, atividade bacteriostatica,
atividade antiproliferativa e antitumoral, atividade cicatrizante, atividade imunomoduladora,

atividade antioxidande, atividade inseticida, dentre outros.

2.4.1.2-ATIVIDADE ANTIPARASITARIA

O tratamento intralesional com D. ambrosioides em infeccdo por Leishmania
amazonensis apresenta atividade sobre o sistema imune na inibi¢do da disseminacdo de L.
amazonensis (PATRICIO et al., 2008). Além, de apresentar atividade citotoxica contra as
formas promastigotas do parasito (REIS et al., 2012). O extrato bruto hidroalcodlico de D.
ambrosioides e sua fracdo acetato de etila mostra-se eficaz em reduzir a infeccao de
macrofagos por L. amazonensis, além de ser capaz de inibir de forma profildtica a infec¢ao
(LIMA JUNIOR et al., 2014).

O extrato hidroalcodlico das folhas de D. ambrosioides apresenta acdo inibitdria sobre
o crescimento de Giardia lamblia, apresentando assim, a¢do giardicida in vitro (NEIVA et al.,

2011). Ja oleo essencial das partes aéreas de D. ambrosioides mostra uma atividade
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promissora frente a Trichomonas vaginallis, com uma concentracao inibitéria minima de 25

mg/mL (FIDALGO et al., 2004).

2.4.1.3-ATIVIDADE ANALGESICA

O extrato hidroalcodlico do mastruz, apresentou efeito nociceptivo em modelo de
contor¢des abdominais que avalia a dor inflamatéria aguda (SOUSA et al., 2012). Segundo
Calado (2015), o extrato hidroalcodlico das folhas de D. ambrosioides possui um
monoterpeno biciclico denominado ascaridol que € responsavel por ter acdo antinociceptiva e

anti-inflamatdria atuando inclusive sobre o desenvolvimento da OA.

2.4.1.4-ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Neiva e colaboradores (2011), descreveram a composi¢do do extrato hidroalcodlico do
mastruz que € composto principalmente por flavonoides, saponinas e terpenos, sendo
descritos por ter atividade anti-inflamatéria). Segundo Pereira (2014), o extrato hidroalcodlico
do mastruz possui atividade anti-inflamatéria em modelo de bolha de ar que avalia a

inflamacdo aguda e ainda atividade Antiartritica (PEREIRA el al., 2018).

2.4.1.5-ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Segundo Jardim (2006), o 6leo essencial e o extrato hexanico de partes aéreas de D.
ambrosioides, compostos principalmente de (Z)-ascaridol, apresentaram grande potencial no

controle da contaminagdo flingica em produtos armazenados.

2.4.1.6-ATIVIDADE BACTERIOSTATICA

A andlise da atividade antimicobacteriana da fracdo cloroférmica de D. ambrosioides
evidenciou eficidcia moderada frente a cepa de M. tuberculosis (VALERIO, 2014). E estudos
que avaliaram a combinagdes do extrato do mastruz juntamente com a amicacina, observou-se
uma acdo sinérgica com a linhagem E. coli e antagonismo frente a P. aeruginosa. E quando
combinaram o extrato com a gentamicina, observaram sinergismo frente a linhagem S. aureus

e antagonismo frente as linhagens de E. coli e P. aeruginosa (PEREIRA NLF et al., 2015).
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2.4.1.7-ATIVIDADE ANTIPROLIFERATIVA E ANTITUMORAL

Segundo Juiz (2013), o mastruz mostrou atividade antiproliferativa em modelo
experimental de citotoxicidade por MTT, cuja composi¢do quimica do dleo essencial
apresentou 65,9% de ascaridol, o que pode explicar a citotoxicidade apresentada pelo 6leo

desta planta. E segundo Nascimento (2006), o extrato bruto apresentou atividade antitumoral.

2.4.1.8-ATIVIDADE CICATRIZANTE

Possui agdo cicatrizante (PINHEIRO NETO et al., 2005) e segundo Grassi-Trivellato
(2011), possui acdo cicatriza¢do em ensaio cutaneo através da forma farmacéutica em pomada

com extrato concentrado a 5 %.

2.4.1.9-ATIVIDADE IMUNOMODULADORA

Foi demonstrado também que a espécie D. ambrosioides, apresenta atividade
moduladora e antiedematogénica tépica em modelo de edema de orelha induzido pelo 6leo de
croton que € responsavel pela triagem de substincias que atuem na fase aguda da inflamacdo

(CRUZ et al., 2007).

2.4.1.10-ATIVIDADE ANTIOXIDANDE

A atividade antioxidade tém acdo direta ou indireta no metabolismo 6sseo. Eles podem
interferir no recrutamento de células osteoprogenitoras, favorecendo, assim a diferenciagdo e
funcdo osteopléstica (ALMEIDA et al., 2007) e também atua na diferenciacio osteocldstica
(LEE et al., 2005). Em 1971, Arisawa e colaboradores descobriram o composto campferol e
depois anos mais tarde, Pang e colaboradores (2006) demostraram que esse composto
influencia na maturacdo o e atividade osteocldstica. Estudos comprovaram o potencial
protetor do campferol que € um composto antioxidante presente na espécie D. ambrosioides
(CHOI, 2011) e através de mais ensaios percebe-se que o extrato etandlico das folhas do

mastruz, mostrou-se um grande potencial antioxidande (ALMEIDA et al., 2013).
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2.4.1.11-ATIVIDADE INSETICIDA

O 6leo essencial das folhas e caule de D. ambrosioides apresenta mortalidade de 100%
na dose de 500 puL de dleo/L de ar, apds 24 h de exposicdo contra o gorgulho-do-milho,
Sitophilus zeamays Mots (JARAMILLO et al., 2012), que é uma das principais pragas do
milho (Zea mays L.) e de outros cereais armazenados no Brasil (FERRARI-FILHO et
al.,2012).

3. JUSTIFICATIVA

Considerando que ndo ha estudos na literatura demonstrando OA em camundongos
fémeas em modelo experimental e a importancia em se observar se had diferenga entre o
desenvolvimento de OA entre camundongos machos e fémeas, visto que o nimero de casos
de osteoartrite em mulheres ser maior quando comparado ao de homens e ainda por o extrato
bruto dessa espécie ter sido descrita com potencial imunomodulador e antiartritico (CRUZ et
al.,2007;PEREIRA et al.,2018). Dados preliminares sugerem que a fracdo acetato de etila
apresenta similar potencial por apresentar constituintes semelhante ao extrato hidroalcodlico
de Dysphania ambrosioides. Foi hipotetizado que o tratamento com a fracdo acetato de etila
de Dysphania ambrosioides € capaz de inibir o desenvolvimento e progressao de OA
reduzindo a inflamacdo e melhorando a qualidade de locomocdo de camundongos fémeas em

modelo experimental de OA.
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4.0BJETIVOS

4.1 GERAL

Avaliar o efeito do tratamento oral com a fracdo acetato de etila de D. ambrosioides

sobre a inducdo de OA em camundongos fémeas;

4.2 ESPECIFICOS

Investigar a acdo da fracdo de acetato de etila sobre o desenvolvimento da OA

induzida por inje¢do intra-articular de monoiodoacetato de sédio;

e Verificar o efeito sistémico da fracio de acetato de etila sob 6rgaos linfoides;

e Observar o efeito do tratamento da fracao de acetato de etila na atividade locomotora

durante o desenvolvimento da OA.

e Analisar o efeito fracdo de acetato de etila sobre a histopatologia da OA.
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5. MATERIAL E METODOS

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Imunofisiologia (LIF), localizado no
campus Dom Delgado da Universidade Federal do Maranhdo. Para isso, foi submetido a
andlise e aprovado pelo comité de ética em pesquisa da Universidade Federal do Maranhdo

(CEUA), sob o protocolo de nimero 23115.005293/2015-14.

5.1- MATERIAL BOTANICO E PREPARACAO DA FRACAO ACETATO DE ETILA

As folhas de D. ambrosioides foram coletadas no Horto Paz e Harmonia, as 9:00 horas
da manha do dia 15/09/2014 no municipio de Sdo José de Ribamar - MA e identificadas no
Herbario Atico Seabra sob o nimero 0998/SLS017213 da Universidade Federal do Maranhio
(UFMA), Sao Luis, MA, Brasil.

Para obtencdo do extrato, as folhas foram secas a temperatura ambiente + 37°C,
trituradas para a obtencdo do material (pd), que foi macerado em élcool etilico PA (Merck,
Brasil) a 70% (v/v) na propor¢do varidvel p6 das folhas/etanol (m/v) de 1:3, durante 8/8 h,
ocorreu agitacdo e o processo durou 72 h .O processo de extracdo foi repetido por trés vezes,
sendo que a cada extracdo foi adicionado ao macerado a mesma quantidade de dlcool etilico,
foram reunidas as solucdes extrativas , que foram filtradas e concentradas em rotaevaporador
denominando-se de extrato bruto hidroalcéolico (EBH). O EBH foi fracionado em funil de
separacdo com adi¢do de 400 mL de metanol e hexano até a fase hexanica se apresentar
incolor, resultando na fracdo hexanica. A fase hidroalcodlica resultante do processo anterior
foi, entdo, fracionada com diclorometano de separacdo até que a fase diclorometano se
apresentou incolor, dando origem a fracdo diclorometano. Em seguida, procedeu-se a parti¢ao
da fase hidroalcodlica remanescente com acetato de etila em funil de separacdo, até que a fase
acetato de etila se apresentou-se incolor, resultando na fracdo acetato de etila. Por fim, a fase
hidroalcodlica remanescente foi utilizada para a obtencdo da fragdo butandlica usando como
solvente o butanol. Posteriormente, apenas a fracdo acetato de etila foi concentrada em
evaporador rotativo e liofilizadas. A fragao seca foi pesada e feito o cdlculo do rendimento
final que foi obtido 1,32g da fracdo acetato de etila para cada 10g do EBH. A fracdo foi
armazenada em recipiente de vidro estéril a 4°C envolvido com papel aluminio até 0 momento

de uso.
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5.2-ANALISE FITOQUIMICA

Neste trabalho nao foi realizado a andlise fitoquimica da fragdo acetato de etila de
Dysphania ambrosioides, visto que em outro trabalho desenvolvimento pelo nosso grupo de
pesquisa realizou este procedimento de identificacdo utilizando a metodologia de Matos
(2009). No qual foi identificado que a fracdo em estudo possui constituintes polares como:

taninos condensados, flavononas, cumarinas, alcaloides, saponinas e esteroides (DIAS ,2018).

5.3 ANIMAIS

Para execugdo deste trabalho foram utilizados camundongos da linhagem Swiss
adultos, fémeas com idade média de 4 meses, peso médio 33g, provenientes do Biotério
Central da Universidade Federal do Maranh@o. Os animais foram alimentados com racdo e

dgua Ad libitum e tiveram ciclo claro-escuro padronizado de 12 — 12 horas.

5.4 MODELO DE OSTEOARTRITE INDUZIDA POR MONOIODOACETATO DE SODIO

Os animais foram previamente anestesiados através de inje¢do intramuscular (i.m.) da
pata esquerda com Xilazina 2%, Cetamina 10% e PBS 1x com hidromddulo 2:1:1 utilizando
seringa e agulha estéril descartdvel. Foi verificada a sensibilidade do animal, para a realizacao
da retirada dos pelos (tricotomia) da pata posterior direita, depois foi realizado o
procedimento de assepsia local com solu¢do de dlcool 70 %. Foi flexionada a pata posterior
do camundongo, na altura do joelho, com um angulo de aproximadamente 45°, e foi aplicada
a solugdo de MIA na concentracdo de 8 mg/kg do peso do animal no ligamento patelar do
joelho direito utilizando uma agulha com (13 x 0,38 mm) no espaco intra-articular entre tibia

e fémur (Modificado de FERNIHOUGH, 2004; SILVA, et al., 2008).

5.5 AVALIACAO DO DESENVOLVIMENTO DA OSTEOARTRITE

Para a avaliacdo da OA foi utilizada fita métrica de precisdo posicionada na regido
articular do joelho do camundongo, a fim de verificar o didmetro articular do joelho. A
avaliacdo foi realizada em dias alternados a partir dos dias 0, 1, 3, 5 até o 31° dia (dia em que
ocorreu a eutandsia dos animais). A avaliagdo da OA ocorria sempre apds a avaliagdo

locomotora dos camundongos.
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Foérmula do desenvolvimento de OA

A OA =Dia x -Dia 0

Figura 3 :Férmula para calcular a circunferéncia
articular do joelho do camundongo
(COSTA,2018).

Figura 2 :Avaliag¢ao do desenvolvimento da OA. Fonte :imagem do autor.

5.6 AVALIACAO LOCOMOTORA

Para verificar a avaliacdo locomotora, foi utilizado uma escada medindo
aproximadamente 100 cm de altura, com degraus de ferro e inclinagdo de aproximadamente
80° C. Os animais foram treinados durante um periodo de 30 dias antes do dia da indugdo do
MIA para a correta adaptagdao da atividade proposta. A Avaliacdao locomotora baseia-se na
relagdo tempo de subida/estimulos. Ao longo do experimento foram contados o tempo em
segundos (s) da subida de cada animal com trés repeticdes. No caso da inducdo de subida,

caso o animal recusar se movimentar por mais de 3 minutos a avaliacdo é finalizada.

(COSTA, 2018).

Férmula para o cdlculo da Avaliagdo

locomotora

(Z de tempo(s)) +Z de estimulos x1s

/n® de avaliacdes

Figura 5: Férmula para calcular a avaliacdo
locomotora dos animais (COSTA, 2018).

Figura 4:Avaliacdo locomotora. Fonte :Imagem do autor
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5.7-PESO E NUMERO DE CELULAS DOS ORGAOS LINFOIDES

Ap6s todos os procedimentos necessarios, como a aplicacdo da anestesia, da retirada
de sangue da regido ocular, o baco foi pesado e colocado dentro de um tamis, com o auxilio
de um émbolo de uma seringa de 1 mL e foi adicionado 3 mL da solucdo PBS 1x ndo estéril,
para a maceragdo do 6rgdo. Apds a maceracdo, foi retirada uma aliquota de 10 uL. da amostra
que foi colocada em um microtibulos de 1,5 mL, onde foi adicionado a solu¢do de Turk para
a contagem de células. O linfonodo foi pesado e com auxilio de duas laminas foscas foi
macerado juntamente com o ImL de PBS 1x ndo estéril. A amostra foi colocada em um
microtibulo de 1,5 ml. Para a contagem das cé€lulas utilizou-se o corante cristal violeta. A
contagem total de células de ambos os 6rgaos foi feita através de microscopio Optico com

auxilio da camera de Neubauer.

5.8- ANALISES HISTOPATOLOGICAS

As patas foram removidas e fixadas em formol a 10% e posteriormente imerso em
solucdo descalcificante por 15 dias, seguindo-se do processamento por métodos de rotina até a
inclus@do em blocos de parafina. Os compartimentos mediais e laterais foram separados
longitudinalmente e encaminhados para preparacido histologica rotineira por hematoxilina-
eosina. Os cortes teciduais foram colocados em moldes retangulares, formando blocos que
foram subsequentemente seccionados por navalhas de aco do micrétomo de 4 pm. Foram
feitos cortes histolégicos de 6 mm e analisados parametros como: Necrose, infiltrado

inflamatorio, inflamatério, extensao da lesdo e edema.

5.9- DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Os animais foram divididos em 4 grupos com 5 animais cada e treinados em escada
por 30 dias antes da inducdo do MIA. Durante a indugdo receberam injecdo de 10uL de MIA
na concentracdo de 8mg/kg no ligamento patelar do joelho direito para indug¢do de OA e
depois foram tratados com 100 uL por via oral através de gavagem. As doses do tratamento
foram administradas através de cinula de agdo inox BD-10 com diametro de 1,0mm
apresentando uma esfera de 1,7 mm na porcao da aplicacdo, raio de 40 mm e comprimento de

31 mm. Esta canula foi acoplada em uma seringa de 1mL, onde primeiramente foi se retirar a
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porcao da agulha. A administracdo das doses foi feita logo apds o efeito do anestésico cessar,

sendo o tratamento realizado diariamente, € no mesmo hordrio. Os animais do experimento

foram organizados nas seguintes ordens de grupo:

Tabela 1:Organizagdo dos grupos experimentais.

Grupos Produto a ser administrado Volume
Controle dgua de injecdo 100 uL.
DEXA Dexametasona (2 mg/kg); 100 uL
Grupo (FAcOET1) Fracdo acetato de etila dose de 1mg /Kg 100 uLL
Grupo (FAcOETS) Fracdo acetato de etila dose de Smg/Kg 100 uLL

5.10- ANALISE ESTATISTICA

As andlises foram realizadas com auxilio do software GraphPad Prism 5.0 ®. A

comparacdo entre os grupos para andlise de distribuicdo foi feita com o teste D’Agostin

Pearson em seguida Test t student quando houve distribui¢do normal, ou pds-teste de Mann-

Whitney quando ndo houve distribuicdo anormal. As diferencas foram consideradas

significativas para valores de p <0,05.
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6.RESULTADOS E DISCUSSOES

Para os procedimentos experimentais, utilizou-se camundongos fé€meas, pois a
osteoartrite ocorre com maior frequéncia em pacientes do sexo feminino (MIRANDA, 2014;
SRIKANTH et al., 2005). E para inducao experimental da OA, utilizou-se o monoiodoacetato
de s6dio (MIA), pois a sua administracdo gera caracteristicas descritas semelhante a OA que
ocorre em humanos, sendo assim, sua utilizacdo proposta em experimentos animais (KISS,
2011).

Dysphania ambrosioides ¢ muito conhecido por suas inimeras propriedades, sendo
relatado por sua agdo antirreumética (LORENZI e MATOS, 2008), além de apresentar efeito
imunomodulador (CRUZ et al., 2007).

O extrato hidroalcodlico das folhas de D. ambrosioides composto principalmente por
flavonoides, saponinas e terpenos, sendo descritos por ter atividade anti-inflamatéria (NEIVA
el al., 2011) e a fragdo acetato de etila de Dysphania ambrosioides apresenta constituintes
polares semelhantes como taninos condensados , flavononas , cumarinas , alcaloides,
saponinas e esteroides que podem ter acdo semelhante frente a osteoartrite (DIAS, 2018)

Segundo Moraes (2011), a classe de metabdlitos flavonoides tem importante acdo na
reducdo de TNF-a e PGE2, mediadores nos quais gera resposta pro-inflamatoria e que estao
correlacionados com o desenvolvimento da osteoartrite e segundo Grassi (2011) D.
ambrosioides estd relacionada na diminuicdo da nocicep¢do o que podendo estar relacionado
com a diminuicdo da dor nos animais durante o exercicio de subida de escada e gerando
melhora durante a flexdo articular dos animais.

Assim, D. ambrosioides apresenta um potencial no tratamento da OA. Visando
estabelecer a relacdo do tratamento da patologia e melhora da fisiologia motora. Os animais
foram submetidos a treinos didrios, onde pode-se perceber a melhora no desempenho na
movimentacdo em camundongos tratados com as fragdes.

Como visto na figura 6 B, percebe-se que os animais do grupo FAcCOET 5
apresentaram a locomocdo em menor tempo quando comparadas ao grupo controle e
dexametasona, isso pode estar relacionado tanto ao seu efeito anti-inflamatério quanto ao seu

efeito anticonceptivo.
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Logo, a fracdo pode auxiliar na diminuicdo dos sintomas da osteoartrite. Assim,
apresenta-se a D. ambrosioides como alvo importante de estudos. A avaliagdo do efeito da
fracdo acetato de etila em modelo experimental de OA mostrou-se eficaz na melhora da
evolugdo da osteoartrite auxiliando , assim a atividade locomotora dos animais que utilizaram
a fracdo acetato de etila de D.ambrosiodes na dose de 1 mg/kg e 5 mg/kg apresentaram
diminui¢do do tempo de subida em escada , diferente do observado no grupo controle apesar
de que nessa avaliacdo ndo ter tido diferenca significativa o que pode estar relacionado ao n
de animais utilizados , no caso 5 animais por grupo como observado na imagem 6 A e B.

No trabalho experimental de Costa (2018) no qual utilizou-se animais machos tratados
com a fracdo acetato de etila de D. ambrosioides com as mesmas doses vista neste trabalhou ,
percebeu-se que a recidiva da inflamacdo ocorreu no dia 23 de avaliacio e quando
comparado a resposta em camundongos fémeas esta recidiva ocorreu no dia 21 como visto na
imagem 6 A. Este resultado pode estar relacionado com a resposta hormonal dos
camundongos fémeas que gera um a aumento da liberagdo de TNF-a (GOMES, 2007) e pode

ocasionar a uma respota inflamatdria mais rapida quando comparada com animais machos.

»e CONTROLE
A -m+ DEXA
-+ FACOETI
10- -~ FACOETS

Déficit de locomocao (s)

Dias
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Figura 6: Efeito do tratamento da fraciio acetato de etila de D. ambrosioides sobre o sobre a atividade

locomotora da OA em camundongos fémeas. Camundongo Swiss fémeas foram tratadas com agua para
injecdo (Controle), /Dexametasona -2mg/Kg (DEXA), fracdo acetato de etila de D. ambrosioides - 1mg/Kg
(FACOET1), fracédo de acetato de etila - Smg/Kg (FACOETS). Figura 6(A) Indice da AO. Figura 6 (B) Area sob a
curva (AUC) do delta da OA. Os dados representam a média + SEM de 5 animais por grupo. *p < 0,05 do grupo
FACOET]1 e #p < 0,05 do grupo FACOETS, ambos em relagdo ao Controle.

A administracdo do MIA gera uma degradacdo articular e consequentemente, um
processo inflamatdrio inicial e local, resultando em um processo degenerativo e doloroso.
(BOVE et al., 2003). Segundo Smith e colaboradores (2008), um dos sinais clinicos mais
visiveis que comprovam a efetividade da indugdo de OA experimental em animais esta
correlacionada com o aumento da circunferéncia articular. Na figura 7 A, foi observado que a
injecdo de MIA na concentracdo de 8mg/kg promoveu pico de inflamacao 24h ap6és a indugdo
da OA em camundongos Swiss fémeas, porém, em relagdo aos grupos tratados com a
FAcOET1 e FAcOETS percebeu-se diminui¢do significativa da OA ao longo da avaliagdo
como observado na figura 7 B.

E sabido que o extrato hidroalcodlico de D. ambrosioides apresenta em sua
composi¢do flavonoides e essa classe de metabolito secundério tem agdo anti-inflamatdria
(COUTINHO et al .,2009; RAMOS, 2009), e a fracdo acetato de etila de D.ambrosiodes
apresenta constituintes polares semelhantes ao EBH , como taninos condensados ,
flavononas , cumarinas , alcaloides, saponinas e esteroides que podem ter acdo na melhora
efetivos na resposta frente a OA (DIAS, 2018). Além de apresentar um monoterpeno
biciclico, o ascaridol que também atua na atividade anti-inflamatéria e possui agdo

antinociceptiva (CALADO et al., 2015).
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D. ambrosioides possui ainda atividade antiedematogénica e moduladora (PEREIRA
et al., 2015). Estudos demonstram que esse metabolito apresenta diferentes mecanismos de
atuacdo na inflamacgao, podendo agir inibindo a sintese de TNF- a, bloqueando as enzimas
fosfolipase, COX 1 e 2 ou as lipoxigenases (AGNIHOTRI et al.,2010; BARROS, 2012).

Segundo Costa (2018), no qual utilizou camundongos machos na avaliacio da OA,
percebeu-se que no grupo FACOET 5 ocorreu inibigdo do desenvolvimento da inflamacdo
articular, além de observar diferenca significativa no grupo FAcCOET 5 em comparacdo ao
Controle. Entretanto, quando Costa (2018) avaliou a circunferéncia articular dos grupos
FACOET 0.5 e FACOET 1 em relagdo ao grupo Controle ndo foi observado diferengas
significativas no tamanho da circunferéncia do joelho dos animais dos grupos FACOET 0.5 e

FACOET 1.0 em relag@o ao grupo Controle em todos os dias de avaliagdo.
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Figura 7: Efeito do tratamento da fracao acetato de etila de D. ambrosioides sobre a desenvolvimento da
OA em camundongos fémeas. Camundongos Swiss fémeas receberam, por gavagem, dgua para injegdo

(Controle), Dexametasona (2mg/Kg (DEXA), fracdo acetato de etila de D. ambrosioides- 1mg/Kg (FAcCOET1),
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fragdo de acetato de etila-5Smg/Kg (FAcOETS). Figura 7 (A) Tempo da locomocdo em segundos. Figura 7 (B)
Area sob a curva (AUC) da avaliagdo locomotora. Os dados representam a média + SEM de 5 animais por grupo.

*p < 0,05 em relagdo ao controle e #p < 0,05 do grupo FAcOETS5, ambos em relagdo ao Controle.

Além disso, para a compreensdo da acdo das fracdes sobre os parametros
demonstrados anteriormente, buscou-se avaliar a acdo do tratamento sobre os 6rgaos linfoides
desses animais. Quando comparado o peso dos 6rgdos linfoides do grupo Controle com os
grupos que foram administrados as fracdes ndo houve diferenca significativa como observado
na Figura 8 A e 8 B .diferentemente do observado no grupo DEXA, onde o valor foi
significativamente mais baixo em relagdo ao peso tanto do baco e do linfonodo, isso ocorre
devido ao efeito imunossupressor gerado pelo medicamento (ANVISA, 2017).

A dexametasona é um glicocorticoide que ocasiona a imunossupressao e diminui¢ado
da contagem de linfécitos e gera contagem anormal de mondcitos. Fato observado quando se
compara o valor total de células do grupo que utilizou dexametasona,que possui um valor
significativamente menor quando comparado ao grupo controle e aos animais que receberam
a fracdo acetato de etila nas doses 1mg/kg e Smg/kg como observado nas figuras 8¢ 9 A e B
que pode-se observa que tais fracdes ocasionaram aumento na proliferacao celular, ou ainda
segundo Cruz e colaboradores ( 2007) efeito imunomodulacdo , porém € necessdrio mais
estudos e testes com marcacao celular para verificar a dindmica do efeito da fracdo acetato de

etila de D. ambrosioides frente ao mecanismo de osteoartrite .
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Figura 8: Efeito do tratamento da fracdo acetato de etila de D. ambrosioides sobre o peso dos érgaos
linféides de camundongos com OA. Camundongos Swiss fémeas receberam, por gavagem, agua para injecdo
(Controle), Dexametasona -2mg/Kg (DEXA), fragdo acetato de etila de D. ambrosioides -1mg/Kg (FAcOET 1),
frag@o de acetato de etila -5mg/Kg (FAcOET 5). Figura 8 (A) Peso do bago. Figura 8 (B) Peso do linfonodo. Os

dados representam a média + SEM de 5 animais por grupo. *p < 0,05 e *¥p < 0,01 em relagdo ao controle.
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Figura 9: Efeito do tratamento da fracio acetato de etila de D. ambrosioides sobre a contagem celular de
camundongos com OA. Camundongos Swiss fémeas receberam, por gavagem, dgua para injecdo (Controle),
Dexametasona -2mg/Kg (DEXA), fracdo acetato de etila de D. ambrosioides -1mg/Kg (FAcCOET1), fracdo de
acetato de etila -5mg/Kg (FACOET 5). Figura 9 (A) nimero de células do baco. Figura 9(B) nimero de células

do linfonodo. Os dados representam a média + SEM de 5 animais por grupo. **p < 0,01 em relacdo ao controle.

Em relacdo aos cortes histopatoldgicos, foi observado diferenca significativa em
relacdo a necrose tanto no grupo com a FacOET1 e FacOETS5 em relacdo ao grupo controle
negativo. J4 em relacdo ao infiltrado inflamatério foi perceptivel a diferenca significativa das
fracdes utilizadas quanto na dose de 1 mg/kg e 5 mg/kg em relacdo ao controle negativo.

Em relacdo a extensdo da lesdo, percebeu-se diferenca significa entre o grupo positivo
e a frac@o de D. ambrosioides na dose de 1 mg/kg e diferenca significativa do entre o grupo
negativo e a fracdo de D. ambrosioides na dose 5 mg/kg. Quanto ao edema, percebeu-se
diferenca significativa entre o grupo positivo e a fracdo acetato de etila de D. ambrosioides na
dose de 5 mg/kg.

Para a avaliacdo histopatologica foi observado que o grupo controle negativo
apresentou diferenca significativa em comparacao aos grupos FACOET Img /kg em relacdo a
necrose e infiltrado inflamatério. Em relacdo ao FACOET 5 mg/kg apresentou diferenca
significativa em todos os pardmentos analisados, como necrose, infiltrado inflamatorio,
extensdo da lesdo e edema, como pode-se observar nas Figuras10 e Tabela 2.

Esta diferenca significativa em relagdo dos parametros analisados tanto na dose de
Img/kg e Smg/kg da frac@o acetato de etila de D. ambrosioides podem estar relacionados com
a atividade antiedematogénica (PEREIRA et al., 2015 ) e também com a inibi¢@o sintese de

TNF- o, com bloqueando das enzimas fosfolipase, COX 1 e 2 ou as lipoxigenases
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(AGNIHOTRI et al.,2010; BARROS, 2012), podendo estar atuando na manutenc¢do da
arquitetura articular do camundongos como visto por Pereira e colaboradores (2018) que na
dose de 5 mg/kg do extrato bruto de D.ambrosioides é capaz de inibir a producdo de citocinas

pré-inflamatérias (IL-6 e TNFa), que podem atura protegendo as articulagcdes contra

deformidade da cartilagem e estrutura dssea.

Figura 10: Cortes histopatologicos do ensaio experimental em modelo de osteoartrite em
camundongos fémeas. Os cortes histologicos apresentam espessura de 6mm coradas com
Hematoxilina & Eosina A) Corte histolégico controle, B) corte histolégico grupo Dexa, C)
Grupo da que utilizou a FAcOET na dose de Img/kg e D) Grupo que utilizou a FACOET 5
na dose de 5 mg/kg. As setas: vermelho, amarelo, verde e azul representam presenca
respectivamente de: Necrose, infiltrado inflamatério, inflamatério, extensao da lesdo e edema.

As imagens obtidas apresentam amplia¢do de 100x.



Tabela 2. Escore clinico relacionado aos cortes histologicos

ESCORE Controle DEXA FAcOET1 FAcOETS
Necrose 3+05 1+£04* 1£0,4* 1*
Infiltrado Inflamatério 3 2+04 2 +£0,4% 1£0,5%
Extensao da lesao 3+04 2+0,5 2+0,8# 1*
Edema 3 2+£0,5% 2 1*

* P <0,05 em relagdo ao controle negativo (C-)
# P < 0,05 em relagdo ao controle positivo (C+)

45
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7.CONCLUSAO

Tanto a fracdo acetato de etila utilizada na dose de 1 mg/kg quanto na dose de 5 mg/kg
apresentaram ac¢do favordvel na melhora da atividade locomocdo dos animais com

OA, principalmente na fra¢do com a dose de S5Smg/kg.

e Ocorreu melhora significativa na diminuicdo da circunferéncia articular dos animais
tratado com a fracdo nas duas concentracdes, principalmente na dose de Smg/kg da
fracdo acetato de etila de D. ambrosioides podendo estd relacionado as classes de

metabolitos da fracdo em estudo.

Em relacdo a celularidade e peso dos 6rgdos linfoides ndo foi observado diferenca

significativa quando comparada ao controle.

e Ocorreu melhora tecidual relacionada a necrose, infiltrado celular , extensdao da
lesdo e edema nos animais tratados com a dose de 1 mg/kg e principalmente com a
dose de 5 mg/kg que manteve a arquitetura articular do joelho do animal , podendo
estd relacionado ao bloqueio de TNF-a pela classe de metabolitos da fracdo acetato de

etila de D. ambrosioides.
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