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RESUMO

COSTA, Arthur André Castro. Acdo da fracdo acetato de etila das folhas de
Dysphania ambrosioides L. sobre aspectos imunoldgicos e funcionais em modelo
experimental de osteoartrite em camundongos. F65. Monografia, Universidade Federal
do Maranhdo, Séo Luis, 2017.

A osteoartrite (OA) é uma doenca inflamatdria cronica articular que apresenta
sinais clinicos como alteragfes na estrutura 6ssea, dor e rigidez na movimentacao.
Atualmente um dos modelos experimentais de inducdo de OA é realizado por meio da
injecdo de MIA. Este é caracterizado como um composto altamente toxico e capaz de
ocasionar a perda da homeostase sinovial. Deste modo, este trabalho descreve as
alteracOes fisioldgicas, imunoldgicas, anatbmicas e comportamentais em camundongos
com osteoartrite induzida por MIA, bem como avalia o efeito do tratamento oral da fracéo
acetato de etila das folhas de Dysphania ambrosioides na OA. Para a padronizagao do
modelo, no primeiro estudo, os animais foram divididos em 2 grupos (7/grupo). O grupo
PBS — animais que receberam injecdo de 10 puL de PBS no ligamento patelar do joelho
direito. O grupo MIA - animais submetidos a inducdo de OA por injecdo de 10uL de MIA
na concentracdo de 8 mg/kg. A avaliacdo locomotora foi verificada por atividade de
subida em escada, em triplicata, via formula que considera o tempo e estimulos como
parametros quantitativos da funcdo, e a avaliagdo do desenvolvimento de OA foi
mensurada a partir do diametro do joelho com auxilio de fita métrica. No 43° dia, 0 soro
sanguineo foi coletado para dosagens de citocinas e a pata dos animais foram
armazenadas para analises histopatolégicas. A injecdo de MIA apresentou pico
inflamatdrio 24h ap6s a inducdo de OA. O modelo experimental foi caracterizado como
modelo local crénico apresentando diferencas estatisticas do grupo MIA em rela¢éo ao
grupo PBS no desenvolvimento de OA e na avaliacdo de locomocdo, contudo, sem
diferencga nos niveis de citocinas circulantes entre os grupos. Em anélises histopatoldgicas
foi observada maior presenca de infiltracdo celular significativamente diferente do grupo
MIA em comparacdo ao PBS. No segundo artigo, os animais foram divididos em 4 grupos
(5/grupo) apds inducdo de OA: o grupo Controle foi administrado com PBS1x, enquanto
0s grupos FACOEt 0.5, FACOEt 1.0 e FACOEt 5.0 foram tratados com fragéo acetato de
etila nas doses de 0.5, 1.0 ou 5.0 mg/kg, respectivamente. Foram realizados a avaliacdo
de desenvolvimento de OA e de locomogdo, bem como a pesagem 6rgdos linféides e
contagem de células totais. Foram observadas diferencas significativas do grupo FAcCOEt
5.0 em relacdo ao Controle nos dias 23, 33 e 43, inibindo inclusive a recidiva inflamatoria
e de défice de locomocdo. N&o houve alteracéo na celularidade e peso de 6rgdos linfoides.
Assim, conclui-se que a injegdo de MIA foi eficaz na indugdo de OA promovendo um
modelo experimental de inflamagdo local cronica com alteracBes fisioldgicas e
comportamentais em camundongos, e que o tratamento FACOEt na dose de 5mg/kg foi
capaz de reverter o quadro de progresséo de OA e melhora na qualidade de locomocéo.

Palavras-chave: MIA, Analise histopatologica, Avaliagdo Locomotora



ABSTRACT

ACTION OF ETILA ACETATE FRACTION OF Dysphania ambrosioides
LEAVES ON IMMUNOLOGICAL AND FUNCTIONAL ASPECTS IN
EXPERIMENTAL MODEL OF OSTEOARTRITE IN MICE.

Osteoarthritis (OA) is a chronic inflammatory joint disease that presents clinical signs
such as changes in bone structure, pain and stiffness in movement. Currently one of the
experimental models of OA induction is performed through the injection of MIA. This is
characterized as a highly toxic compound and capable of causing loss of synovial
homeostasis. Thus, this work describes the physiological, immunological, anatomical and
behavioral changes in mice with osteoarthritis induced by MIA, as well as evaluates the
effect of the oral treatment of the ethyl acetate fraction of the leaves of Dysphania
ambrosioides on OA. For the standardization of the model, in the first study, the animals
were divided into 2 groups (7 / group). The PBS group - animals that received 10 pL PBS
injection into the right knee patellar ligament. The group MIA - animals submitted to
induction of OA by injection of 10uL of MIA at the concentration of 8 mg / kg. The
locomotor evaluation was verified by ladder climb activity, in triplicate, using a formula
that considers time and stimuli as quantitative parameters of the function, and the
evaluation of OA development was measured from knee diameter using a tape measure.
On the 43rd day, blood serum was collected for cytokine dosages and the paw of the
animals were stored for histopathological analysis. The MIA injection showed 24 h
inflammatory peak after the induction of OA. The experimental model was characterized
as a chronic local model presenting statistical differences of the MIA group in relation to
the PBS group in the development of OA and the locomotion evaluation, however, with
no difference in circulating cytokine levels between the groups. In histopathological
analyzes a greater presence of cellular infiltration significantly different from the MIA
group was observed in comparison to the PBS. In the second article, the animals were
divided into 4 groups (5 / group) after induction of OA: the Control group was
administered with PBS1x, while the FACOEt 0.5, FAcCOEt 1.0 and FAcOEt 5.0 groups
were treated with ethyl acetate fraction at doses of 0.5, 1.0 or 5.0 mg / kg, respectively.
Evaluations of OA and locomotion development were performed, as well as lymphoid
organ weighing and total cell count. Significant differences were observed in the FACOEt
5.0 group in relation to Control on days 23, 33 and 43, even inhibiting inflammatory
relapse and locomotion deficit. There was no change in the cellularity and weight of
lymphoid organs. Thus, it was concluded that MIA injection was effective in inducing
OA by promoting an experimental model of chronic local inflammation with
physiological and behavioral changes in mice, and that FACOEt treatment at a dose of
5mg / kg was able to reverse the progression of OA and improvement in the quality of
locomotion.

Descriptors: MIA, Histopathological analysis, Locomotor evaluation.
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INTRODUCAO

A osteoartrite (OA), segundo a Osteoarthritis Research Society International
(OARSI), é definida como um desarranjo molecular da articulagdo que conduz a uma
degradacdo estrutural e funcional, caracterizada pela degeneragcdo da cartilagem,
remodelacdo 0ssea, formacao de osteofitos, inflamacéo das articulacdes e perda de funcao
articular normal (KRAUS et al, 2015). Segundo Li et al., (2016), os principais sintomas
e sinais clinicos caracteristicos de OA incluem: inflamacdo, dor na regido afetada, rigidez
articular, movimentacao restrita e crepitacéo.

E uma doenca multifatorial podendo ser iniciada por fatores: genéticos, metabolicos
e/ou traumaticos, que resultam em alteracbes fisiomorfologicas, bioquimicas,
moleculares e biomecéanicas em células como na matriz extracelular (SHARMA et al,
2006; HAMAMURA, 2015). A manifestacdo desta doenca pode ser acometida em
qualquer articulacéo sinovial, no entanto, o joelho é uma das articulacbes com maior
incidéncia (CROSS et al., 2014).

A participacdo do sistema imune no desenvolvimento e progressao da OA é um dos
elementos chave na patogénese da doenca. Estudos tém indicado que a progresséo da OA
estd correlacionada principalmente por processos inflamatérios (KIM, 2013). No
processo de desenvolvimento de OA a producdo de mediadores pro-inflamatérios por
células do sistema imune e condrdcitos, inclui aumento dos niveis de IL - 1 e TNF- a
(fator de necrose tumoral a), que inibem a sintese de componentes da matriz extracelular
resultando numa reparacdo tecidual deficiente (SILVA, 2009).

Os fatores de risco sdo bem descritos na literatura, como: o processo de
envelhecimento, género (maior incidéncia em mulheres), obesidade, predisposicédo
genética e fatores mecéanicos (FELSON 2004; HUNTER et al, 2009). Segundo WHO
(2017), estima-se que 9,6% dos homens com idade acima de 60 anos apresentavam OA
sintomatica; para mulheres este indice praticamente duplica, chegando a
aproximadamente 18,0%. Possivelmente, este dado esteja correlacionado ao aumento na
producéo de TNF-o. em mulheres no periodo de climatério (TONET e NOBREGA, 2008;
BARROQUEIRO, 2017). De semelhante modo, sugere-se que este fator acarrete nao
apenas o desenvolvimento de OA, como também surgimento de doengas coronérias
(JIALAL et al, 2002) e piora no quando clinico de pacientes pés AVC (CLARK, 1997,
BARONE, 1997)
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O aumento da expectativa de vida da populacdo evidencia uma importante relagéo
com o aumento de casos de OA em idosos. Em decorréncia do envelhecimento, alteragdes
fisioldgicas naturais como: consideravel decréscimo da massa muscular e aumento na
porcentagem de gordura corporal, promove alteracdo mecanica no aparelho articular, o
que acarreta maior sobrecarga nas articulagdes seguida de processo inflamatorio
(RATSEPSOO et al, 2013; MESSIER et al, 2013; PEREIRA et al, 2011). Dados
radiograficos sugerem que a maioria das pessoas com idade acima de 65 anos (80%)
indicam alguma evidéncia de OA (ARDEN, 2006; ABOLHASSANZADEH et al, 2014).

Compreendendo a importancia médica dessa enfermidade tem para a populagdo
mundial alguns tratamentos de primeira linha sdo adotados para amenizar a gravidade do
quadro clinico em pessoas acometidas com OA, como: Inibidores especificos de COX-2,
como o Meloxican e opioides naturais, ou sintéticos como o Tramadol, que também séo
utilizados nos casos de ma resposta terapéutica ou quando ha contra-indicacdo para uso
de inibidores especificos de COX-2 (COIMBRA, 2002), opitides fortes que sao
utilizados em caso de dores intensas, como a morfina, metadona, oxicodona e fentalina
(WILDER-SMITH, 2005) ou ainda o uso de anticorpos monoclonais como o Tanezumab
que demonstra eficacia na diminuicdo da dor e melhora significativa da fungéo do joelho
em paciente com artrite e Adalimumab, um bloqueador de TNF-a que ja é utilizado para
o tratamento de pacientes com artrite reumatdide e outras condi¢des inflamatdrias
sistémicas (NAGASHIMA, 2011; VERBRUGGEN, 2011).

Além dos medicamentos alopaticos convencionais, atualmente, 0os avangos em
estudos com plantas medicinais tém se caracterizado como uma importante alternativa no
tratamento de diversas doencas (TAUFNER et al., 2006). De acordo com Sousa et al.,
(2012), este potencial deriva da grande diversidade e da complexidade de metabdlitos
secundarios produzidos, que sdo produtos de mecanismos adaptativos e defensivos contra
animais e microrganismos.

Nesse contexto de investigacdo de produtos naturais para desenvolvimento de
novos potenciais terapéuticos, encontramos Chenopodium ambrosioides L. ou Dysphania
ambrosioides L. (TROPICOS, 2018); que é umas das 71 plantas da Relacdo 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 elaboragcdo de
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fitoterapicos para uso da populagdo, com seguranca e eficacia para o tratamento de
inimeras doencas (RENISUS, 2018).

D. ambrosioides L. é uma planta cosmopolita conhecida popularmente como
mastruz, mastruco ou erva-de-Santa-Maria. Amplamente distribuida no Brasil;
pertencente & familia Amaranthaceae, é uma erva perene, com até 1m de altura, originaria
da América Central e do Sul (CHEVALLIER, 1996). Esta tem sido utilizada comumente
na medicina popular na forma de chas ou infusbes agindo como diurético e anti-
helmintico, além de ser utilizada para tratar ferimentos, problemas respiratérios,
processos inflamatdrios, contusdes, equimoses, entre outros (KUMAR, 2007; LORENZI
e MATOS, 2002). Deste modo, muitos estudos foram instigados a comprovar
cientificamente as propriedades deste fitoterapico, especialmente do extrato de suas
folhas. Atualmente, estudos descrevem uma série de atividades bioldgicas tais como:
antibacteriano (LALL, 1999), fungicida (DELESPAUL, 2000), leishmanicida
(MONZOTE, 2014; PATRICIO, 2008), anti-helmintico (MACDONALD, 2004), anti-
tumoral (NASCIMENTO, 2006), anti-artritico (PEREIRA, 2014), anti-inflamatoério
(TRIVELLATO-GRASSI, 2013), atuando inclusive sobre o desenvolvimento da AO
(CALADO et al., 2015).

Este estudo teve por finalidade o desenvolvimento do modelo experimental de OA
em camundongos Swiss caracterizando parametros imunolégicos, fisiolégicos e
comportamentais principalmente pela falta de informacao nesta area e disponibilidade de
materiais biotecnologicos de analises, bem como criar um modelo que permita o
desenvolvimento de testes futuros de screening de farmacos com acédo anti-inflamatdria
e antiartritica. Neste aspecto, este trabalho teve como uma segunda finalidade a avalia¢do
do efeito do tratamento de fracdo acetato de etila do EBH de D. ambrosioides neste

modelo proposto.
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OBJETIVOS

Geral

Avaliar o efeito do tratamento oral com a fracéo de acetato de etila do extrato bruto
hidroalcodlico das folhas de D. ambrosioides em modelo experimental de osteoartrite

apos padronizacdo do modelo em camundongos.

Especificos

Capitulo 1

> Padronizar o modelo de osteoartrite induzida por Monoiodoacetato de sodio
(MIA) em camundongos;

» Padronizar a avaliacdo da evolucdo da atividade locomotora em diferentes
tempos apoés a inducgédo de OA,

» Quantificar citocinas circulantes;

> Analisar a histopatologia em cortes de joelho.

Capitulo 11

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

ambrosioides sobre 0 modelo de osteoartrite experimental, a partir da:

» Cinética da inflamacao articular;
> Evolucdo da atividade locomotora em diferentes tempos ap6s a inducéo de
OA;

>  AlteracGes do peso e celularidade de 6rgdos linfoides;
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CAPITULO 1

PADRONIZACAO DO MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOARTRITE
EM CAMUNDONGOS SWISS

COSTA, Arthur André Castrot; OLIVEIRA, Jacqueline Ribeiro?; GUERRA, Rosane N
assar Meireles®; NASCIMENTO, Flavia Raquel Fernandes®; PEREIRA, Wanderson
Silva®.

RESUMO

Osteoartrite (OA) é uma doenca inflamatoria cronica que causa dor, limitacfes articulares
e que constitui importante problema de salde publica. O monoiodoacetato de sodio
(MIA) é um indutor experimental de OA ocasionando degeneragdo da estrutura sinovial.
Este trabalho teve como objetivo padronizar o modelo de OA em camundongos Swiss.
Animais machos (7/grupo) foram divididos em 2 grupos: Grupo PBS recebeu injecédo de
10 pL de PBS, enquanto, para inducdo da OA, grupo MIA recebeu 10uL de MIA na
concentracdo de 8 mg/kg na articulacdo do joelho direito. A avaliagdo locomotora foi
testada por subida em escada e a avaliacdo da OA feita pela mensuragdo do didmetro do
joelho realizada no dia 0 e em dias alternados do 1° ao 43°dia. O soro sanguineo foi
coletado para dosagem das citocinas e as patas removidas para analises histopatologicas.
O grupo MIA apresentou pico inflamatério 24 horas ap6s inducdo de OA quando
comparado ao grupo PBS. A evolucdo da OA caracterizou-se como local e cronica
apresentando diferencas estatisticas entre o grupo MIA e PBS nos dias 1, 3, 33 e 43, e na
avaliacdo locomotora, nos dias 1, 3, 43. N&o houveram diferencas significativas entre os
grupos quanto niveis de citocinas. Nas analises histopatoldgicas observou-se deformacéao
na cartilagem, com aumento de edema e intenso infiltrado celular no grupo MIA e
diferentemente do observado no grupo PBS. Assim, a inje¢éo de MIA foi capaz de induzir
OA, com alteracdes imunofisioldgicas, morfoldgicas e comportamentais consideraveis,
caracterizando-se como um modelo experimental em camundongos Swiss de grande
relevancia e com potencial para testes futuros de novos farmacos.

Palavras chave: Analise histopatoldgica, MIA, Avaliacdo locomotora

! Graduando em Ciéncias Bioldgicas — UFMA
2 Graduanda em Farmacia - UFMA
3 Prof. Dr da Universidade Federal do Maranh3o
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ABSTRACT

STANDARDIZATION OF THE EXPERIMENTAL MODEL  OF
OSTEOARTHRITIS IN SWIIS MICE

Osteoarthritis (OA) is a chronic inflammatory disease that causes pain, joint limitations
and is an important public health problem. Sodium monoiodoacetate (MIA) is an
experimental inducer of OA causing degeneration of the synovial structure. This work
aimed to standardize the OA model in Swiss mice. Male animals (7 / group) were divided
into 2 groups: Group PBS received 10 uL of PBS injection, while for MIA induction,
MIA group received 10 pL of MIA at 8 mg / kg concentration in the right knee joint. The
locomotor evaluation was tested by climbing the ladder and the OA evaluation was done
by measuring the knee diameter performed on day 0 and on alternate days from day 1 to
day 43. Blood serum was collected for cytokine dosing and the paws removed
forhistopathological analysis. The MIA group had an inflammatory peak 24 hour after
induction of OA when compared to the PBS group. The evolution of OA was
characterized as local and chronic presenting statistical differences between the MIA and
PBS groups on days 1, 3, 33 and 43, and in the locomotor evaluation on days 1, 3, 43.
There were no significant differences between the groups levels of cytokines. In the
histopathological analysis cartilage deformation was observed, with increased edema and
intense cellular infiltrate in the MIA group and differently from the one observed in the
PBS group. Thus, the injection of MIA was able to induce OA, with considerable
immunological, morphological and behavioral changes, being an experimental model in
Swiss mice of great relevance and potential for future tests of new drugs.

Descriptors: Histopathological analysis, MIA, Locomotor evaluation
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INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) é uma doenca inflamatoria crénica, multifatorial que leva a dor,
incapacidade funcional progressiva e diminuigdo da qualidade de vida. Estéa categorizada
entre as doencgas cronicas mais prevalentes no mundo acometendo 50% ou mais dos
individuos idosos®?. Nos paises industrializados, como o Brasil, 80% da populagio acima
de 60 anos sofrem com OA, com maior prevaléncia no grupo de 70 — 79 anos, e 33,7%
acometendo principalmente a articulagdo do joelho®®.

A importancia mundial desta doenga tem conduzido a comunidade cientifica a
varios estudos na busca por elucidac6es da complexidade do processo fisiopatoldgico de
OA por meio de novos modelos experimentais. Atualmente, ha descrito métodos para a
inducdo da OA como: corte medial do ligamento®®, transecgdo do menisco lateral® e
inducio por Monoiodoacetato de sodio (MIA)°®.

A lesdo por MIA ocorre pela inibicdo da atividade de enzimas glicoliticas e
oxidativas nos condrocitos > 8. Fragmentos da degradacio de proteoglicanos e colagenos
em OA induzida com MIA demonstram similaridade com mecanismos de degeneragéo
observados na cartilagem articular com OA?!, assim promovendo sinais clinicos
semelhantes como inflamacéo e dor.

Apesar do grande contingente informacional na literatura cientifica a respeito dos
aspectos inflamatorios e dos mediadores quimicos, como também da histopatologia da
OA, este conhecimento ja adquirido refere-se majoritariamente a resultados obtidos por
testes experimentais em ratos, sendo descritos poucos trabalhos que utilizam
camundongos como animais de modelo experimental, como proposto por Ogbona®
(2015) que avaliou parametros de hipersensibilidade térmica e mecanica, e
imunohistoquimica de joelhos de camundongos C57BI/6.

A padronizagdo do modelo experimental de OA em camundongos trata-se de um
importante avancgo e melhor viabiliza¢do do estudo dessa enfermidade. Por conseguinte,
deve-se ao fato da maior disponibilidade desses animais, facil manuseio e
armazenamento, menores custos de manutencdo, bem como maior disponibilidade de
materiais biotecnologicos com menores gastos, referente ao tamanho e peso, assim
caracterizando-se como um modelo viavel e econémico.

Este estudo visou padronizar um modelo experimental que permitisse a avaliagéo

futura do efeito de farmacos no tratamento da OA. Assim compreendemos que do mesmo
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modo observado em ratos®, a injecdo de MIA na concentragdo de 8mg/kg do peso do
animal é capaz de induzir alteracbes imunofisioldgicas e estruturais na arquitetura dos
tecidos cartilaginosos e 0sseos das articulagdes do joelho em camundongos Swiss,

interferindo inclusive na fisiologia locomotora do animal.

MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado no Laboratério de Imunofisiologia (LIF) localizado no
campus do Bacanga da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), Séo Luis, Brasil.
Todos os procedimentos envolvendo animais foram analisados e aprovados pelo comité
de ética em pesquisa da Universidade Federal do Maranhdo (CEUA), sob o protocolo de
namero 005293/2015-14.

Animais

Para execucéo deste trabalho foram utilizados 14 camundongos da linhagem Swiss
adultos com idade média de 5 meses, pesando cerca de 45g, machos, provenientes do
Biotério Central da UFMA. Os animais foram alimentados com racéo e agua Ad libitum

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

Delineamento experimental

Os animais foram divididos em dois grupos PBS e MIA (n=7/grupo); estes foram
previamente treinados em subida em escada por um periodo de 30 dias (periodo de
adaptacdo a escada) antes do dia de inducdo de OA. No dia 0 (dia da inducdo), o grupo
PBS recebeu injecdo de 10uL de solucdo PBS esteril no ligamento patelar do joelho
direito. No grupo MIA foi induzido a OA experimental, com injecdo de 10uL de MIA na
concentragdo de 8 mg/kg. Apos 43 dias de avaliagdo do desenvolvimento da OA com fita
métrica e da atividade locomotora, os animais foram anestesiados com xilasina-cetamina-
PBS (hidromodulo 2:1:1), e ap0s a certificacdo do plano anestésico, foi coletado o sangue

dos animais por ruptura retro-orbital para posterior obtencdo do soro sanguineo e
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dosagem de citocinas. Apos eutanasia, a pata direita dos animais foi retirada e fixada em
25ml de formol tamponado a 10% para analises histopatoldgicas futuras.

- 30 dias Dia 0 Dial Dia3 Dia 13 Dia 23 Dia 33 Dia 43

) O_C Y R O ) O
J J 7 J 7

Treinamento *Inducio *Av. locomotora
em escada + Av. locomotora *Av. de OA

*Av. de OA

Figura 1: Delineamento dos procedimentos experimentais de treino ao 43° dia ap06s
inducdo de OA. O grupo PBS recebeu injecdo de 10 pL de PBS 1x estéril no ligamento
patelar do joelho direito, enquanto o grupo MIA recebeu injecdo de monoiodoacetato de
sodio na dose de 8mg/kg de mesmo volume 30 dias ap6s o treino. Tanto o
desenvolvimento da OA quanto atividade locomotora foram avaliados nos dias 0, 1, 3,
13, 23, 33, 43.

Inducéo e avalia¢éo de osteoartrite (OA)

Os animais foram previamente anestesiados através de injecdo intramuscular
(i.m.) da pata esquerda com 100ul de solucdo: cloridrato de xilazina (2,33 mg/ml),
cloridrato de cetamina (116 mg/ml) e PBS com hidromodulo 2:1:1 utilizando seringa e
agulha estéril descartavel. Ap6s certificacdo do plano anestésico, foi feita assepsia com
solucdo topica de alcool 70 % da articulacdo da pata posterior direita (joelho) e realizada
a tricotomia. A lesdo articular foi induzida por uma Unica injecdo intra-articular de 10 pL
de MIA na concentracdo de 8 mg/kg, com a pata flexionada, na altura do joelho, em um
angulo de aproximadamente 90°. A solucdo de MIA foi injetada através do ligamento
patelar utilizando uma agulha Seringa Ultra-Fine BD 6mm® no espaco intra-articular
entre tibia e fémur® 2L,

Para a avaliacdo da cinética da inflamacao foi utilizada fita métrica de preciséo
para definir o didmetro articular do joelho, em centimetros. A avaliagéo foi realizada em
dias alternados (do 1° ao 43° dia, incluindo o dia da inducdo - dia 0). Posteriormente 0s

dados quantitativos foram expressos com base na seguinte formula:
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DIA(N) - DIAO= An

Onde N ¢ o dia de avaliagdo e A, 0 valor em delta do dia especifico de anélise.

Avaliacao locomotora (AvL)

Ap0s o periodo de adaptacdo ao aparelho ja mencionado anteriormente. Neste
método foi medido o tempo de subida em escada (1m de altura) e nimero de estimulos,
com 3 repeti¢cOes para cada animal.

A cronometragem do tempo de avaliacdo se deu da seguinte forma: os animais
foram colocados na base da escada, ap6s sua adesdo a esta, inicia-se imediatamente a
cronometragem do tempo. Caso o animal ndo subisse no tempo de 1 segundo este foi
sujeito a um estimulo de subida. Havendo persisténcia da auséncia de atividade, o animal
recebeu novos estimulos com intervalo de tempo de 2 segundos. E por fim detectado
auséncia total de atividade com nimero acima de 10 estimulos, a avaliacdo foi finalizada
(video em anexo em cd). O resultado final de défice de locomocéo foi expresso baseado

na seguinte formula:

Yt+Y n°E

n° de Repeticbes

Onde t é o tempo total cronometrado em segundos e E é o nimero de estimulos.

Dosagem de citocinas

Para a quantificagdo das citocinas TNF-a, IL-12, IL-6, IL-10 e IFN-y foi utilizada
a técnica de CBA, ensaio citometrico de esferas ordenadas, a partir do soro sanguineo.
Todos os reagentes utilizados foram provenientes do Kit - BD Cytometric Bead Array
(CBA) inflammation Mouse obtidos da Becton Dickinson Biosciences (San Jose, CA,
USA).
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Os soros foram centrifugados a 1500 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente
para precipitacdo de debris. Em cada poco da placa de 96 pocos, fundo U, foram
adicionados 25 pL da amostra padrdo fornecida pelo fabricante ou dos soros a serem
testados. Em seguida receberam 25uL de cada reagente “cytokine beads” para marcar a
producdo de cada citocina e 25 pL de anticorpo conjugado ao fluorocromo PE. As
amostras foram homogeneizadas e incubadas a temperatura ambiente por 3 horas
protegidos da luz. Apos o periodo de incubacgéo as amostras foram ressupensas com 300
puL de solucdo tampdo. A placa foi centrifugada por 10 minutos a 453 rpm e o
sobrenadante foi descartado. As amostras foram entéo ressuspensas em 150 pL de solugéo
tampéo para leitura no citdmetro de fluxo FACScalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA,
USA). Apos a leitura dos padrBes e das amostras, os dados foram analisados no software
FCAP ARRAY Versao 3.0 (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA), onde os valores

foram expressos em pg/mL para cada citocina.

Anélise histopatoldgica da sindvia

As patas com injecao de MIA ou PBS foram fixadas em formol a 10% até o periodo
de processo de descalcificacdo. As amostras ficaram submersas em solucdo de EDTA
5%. (Solucdo descalcificante) por 15 dias. Os tecidos foram posteriormente colocados em
formalina, desidratados em uma série graduada de etanol e xilol, incorporado em parafina,
cortados em seccBes em série de 6 mm de espessura e corado com hematoxilina-eosina
(H & E). A andlise histopatoldgica foi realizada empregando-se interpretacdo de
parametros como infiltrado celular, necrose, formagéo de edema e hemorragia, por meio
de score de avaliagdo referente aos niveis: ausente (0), leve (1), moderado (2) e intenso

(3). A imagens analisadas apresentavam aumento de 100x.

Andlises estatisticas

As andlises foram realizadas no software GraphPad Prism 5.0 ®. A comparacéao
entre os grupos para analise de distribui¢ao foi feita com o teste D’ Agostin Pearson em

seguida Test t student quando houve distribuicdo normal, ou teste de Mann-Whitney
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quando n&o houve distribuicdo normal. As diferengas foram consideradas significativas

para valores de *p <0,05 e **p=<0,01.
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RESULTADOS

Avaliacao do desenvolvimento da OA

Avaliando a progressao do desenvolvimento da OA foi observado que a injecdo de
MIA na dose de 8mg/kg foi capaz de promover uma inflamacao inicial em camundongos
Swiss com pico inflamatorio logo apos as 24h da inducdo. A avaliacdo da cinética da
inflamacéo sinovial demonstrou que houve diferencas significativas do grupo MIA em
relagdo ao grupo PBS nos dias 1, 3, 33 e 43 (figura 2A). A andlise da area sob a curva

(figura 2B) demonstrou uma expressiva diferenca entre o grupo MIA quando comparado

ao grupo PBS.
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Figura 2: Avaliacdo do desenvolvimento de OA em camundongos O grupo PBS
recebeu injecdo de 10 puL de PBS 1x estéril no ligamento patelar do joelho direito,
enquanto o grupo MIA recebeu injecdo de monoiodoacetato de sodio na dose de 8mg/kg
de mesmo volume. Os joelhos dos animais foram medidos com auxilio de fita métrica em
dias alternados (do 1° ao 43° dia, incluindo o dia 0. A) Delta de OA: Os dados obtidos
foram convertidos em delta (valor do dia x - valor do dia 0). B) AUC de OA: Area sob a
curva do desenvolvimento de OA. As analises estatisticas foram por Test t Student para
valores significativos de **p<0.01 em comparacao ao grupo PBS.

Avaliacao locomotora

Foi observado que animais do grupo MIA demandaram mais tempo/estimulo para
concluir a atividade locomotora sobre a escada em relagcdo ao grupo PBS nos dias 1, 3,
43 (figura 3A). Na analise da area sob a curva observou-se que o MIA é estaticamente

diferente quando comparado ao grupo PBS (figura 3B).



28

A)
151 -e- PBS
= - MIA o 2507
g g *
£ 101 £ 200-
8 o I
P 8
3 = 150-
© 5 © ——
2 % 100
0 T T T T T T T % 504
0 1 3 13 23 33 43 8
Dias < 9 i i
PBS MIA

Figura 3: Avaliagdo locomotora de animais em modelo experimental de OA em
camundongos. O grupo PBS recebeu injecdo de 10 pL de PBS 1x estéril no ligamento
patelar do joelho direito, enquanto o grupo MIA recebeu injecdo de monoiodoacetato de
sodio na dose de 8mg/kg de mesmo volume. Os animais foram avaliados em dias
alternados (do 1° ao 43° dia, incluindo o dia 0.A) Avaliacdo Locomotora: Os dados foram
expressos como défice de locomocdo considerando tempo e sestimulos. B) AUC de AvL.:
area sob a curva da avaliacdo locomotora por medicao do défice de locomogédo As anélises
estatisticas foram por Test t Student para valores significativos de *p<0,05 e **p<0.01lem
comparagao ao grupo PBS.

Analise de citocinas

Ndo foram observadas diferencas significativas na quantificacdo de citocinas
circulantes do grupo MIA quando comparado ao grupo PBS referente ao 43° dia apés a
inducdo (Tabela 1).

Tabela 1. Média das concentragdes de citocinas IFN-y, IL-12, TNF- a, IL6 e IL-10
em pg/mL.

Grupos IFN-y IL-12 TNF-a IL-6 IL-10

PBS 0,03+ 0,07 0,0+0,0 86,02+5,02 0,2+0,59 0+0,0
MIA 0,09+0,12 0,52+1,16 = 63,77+8,48  0,09+0,21 0+0,0

O grupo PBS recebeu injecdo de 10 pL de PBS 1x estéril no ligamento patelar do joelho
direito, enquanto o grupo MIA recebeu injecdo de monoiodoacetato de sddio na dose de
8mg/kg de mesmo volume. No dia 43 foi coletado soro sanguineo dos animais. Para a
dosagem das citocinas foi utilizada a técnica de CBA. As analises estatisticas foram por
Test t Student em comparacao ao grupo PBS.

Analise histopatoldgica da sinovia
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Para a avaliacdo histopatoldgica foi observado que o grupo MIA apresentou
diferenga significativa em comparagdo ao grupo PBS apenas para o parametro de
infiltrado celular quando todos os animais do grupo MIA apresentaram estagio intenso e
os animais do grupo PBS estagio moderado. Também foi observado no grupo MIA
deformagéo na cartilagem, com presenca de hemorragia moderada ao intenso, formagéo
de edema apenas do tipo intenso com predominancia de células do tipo neutréfilo (Figura
4B e 4D). Enquanto o grupo PBS apresentou hemorragia leve e arquitetura tecidual
integra. Para a formacdo de edema foi verificado no grupo PBS uma variacdo entre
intenso e moderado (Tabela 2). Nao foram observadas presenca de necrose celular em
ambos 0s grupos.

Figura 4 Analise histopatologica do joelho em modelo experimental de OA. O grupo
PBS recebeu injecdo de 10 uL de PBS 1x estéril no ligamento patelar do joelho direito,
enquanto o grupo MIA recebeu injecdo de monoiodoacetato de sodio na dose de 8mg/kg
de mesmo volume. Os cortes histoldgicos apresentam espessura de 6mm coradas com
Hematoxilina & Eosina A) e C) Cortes histoldgicos do grupo PBS. B) e D) Cortes
histolégicos do grupo MIA. As setas: vermelho, amarelo, verde e preto representam
presenca respectivamente de: hemorragia, edema, infiltrado celular e deformacdo na
cartilagem. As imagens obtidas apresentam ampliacéo de 100x.
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Tabela 2: Andlise histopatoldgica da membrana sinovial de animais com OA
experimental.

INFILTRADO

GRUPQOS EDEMA CELULAR HEMORRAGIA NECROSE
PBS 2,3+0,5 2,0+0,0 1,6+1,1 0,0+0,0
MIA 3,0+0,0 3,0+0,0* 2,3+0,5 0,0+0,0

A andlise histopatoldgica foi realizada empregando-se interpretagdo subjetiva de
parametros como: edema, infiltrado celular, hemorragia e necrose, por meio de escore de
avaliacdo referente aos niveis: ausente (0), leve (1), moderado (2) e intenso (3). Os valores
foram expressos por média + desvio padrdo. As analises estatisticas foram por Test t
Student para valores significativos de *p<0,05 em comparacao ao grupo PBS.

DISCUSSAO

Neste trabalho foi utilizado o MIA como indutor da inflamagé&o sinovial articular,
uma vez que ja é descrito na literatura a capacidade de promover um quadro clinico
similar aos dos pacientes portadores de OA, tais como: inflamacdo e dor cronica,
esclerose do 0sso subcondral, formacdo de ostedfitos, lesdo da cartilagem e alteracdes de
biomarcadores como glicosaminoglicanos e metaloproteinases seguida de inibicdo da
glicolise e morte de condrocitos * © 8 14,

Segundo Smith % et al (2008), um dos sinais clinicos mais visiveis que comprovam
a efetividade da inducdo de OA experimental em animais esta correlacionada com o
aumento da circunferéncia articular. Foi observado que a inje¢do de MIA na concentragédo
de 8mg/kg promoveu pico de inflamacdo 24h apds a inducdo da OA em camundongos
Swiss (figura 1A). Este resultado demonstra que existe uma importante diferenca na
resposta imune entre modelos de OA induzidos em camundongos e ratos. Em Rattus
novergicus foi observado pico inflamatério apenas no 7° dia ap6s inducdo com MIA
(Indutor degradacao articular)®. Deste modo, podemos concluir que camundongos Swiss
demonstram uma resposta mais acelerada aos efeitos do MIA em relagdo ao modelo
aplicado em ratos®.

A inflamacdo tende a diminuir a partir do 3° dia apds inducdo, porém, foi
observado uma evidente recidiva na inflamagdo do grupo MIA a partir do 23° dia (uma

vez que, 0 grupo PBS manteve-se constante) com apenas uma unica injecdo de MIA
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(figura 1A). Segundo Hochberg® et al, 2016, a recidiva e regressdo dos sintomas de OA
visto neste trabalho é um mecanismo comum que pode ser observado na fase pré-clinica
e clinica da doenca, sugerindo assim, que o modelo experimental de OA via injecdo de
MIA apresenta caracteristicas de inflamacdo cronica.

Os sinais clinicos caracteristicos de OA descrito por Li *° et al., 2016, que envolvem
dor na regido afetada, rigidez articular, movimento restrito e crepitacdo séo fatores
cruciais e limitantes de movimento. Neste trabalho foi desenvolvido um modelo de
avaliacdo denominado: avaliagdo locomotora (AvL), o qual foi capaz de expressar as
diferencas na fisiologia de locomog&o e comportamento dos animais entre oS grupos.

Na Av.L foi observado diferencas significativas do grupo MIA em relacdo ao
grupo PBS nos dias 1, 3, 43 (figura 3A). Este resultado demonstra conformidade com a
evolucdo da OA mostrada na figura 1A, quando o pico inflamatério se deu no periodo
inicial. De semelhante modo, nos dias 13 e 23 da avaliacdo, quando a inflamacgéo se
apresentou menos expressiva (figura 2A), ndo foi observado diferenca estatistica do grupo
MIA quando comparado ao grupo PBS.

As regressoes e recidivas da inflamacéo sdo caracteristicas tipicas de individuos
com OA e o modelo proposto simulou eficientemente esse aspecto da doenca em
camundongos quando submetidos a avaliacdo do desenvolvimento da OA e na AvL.
Analisando o grafico de area sob a curva (figura 3B) foi conferido que os animais do
grupo MIA em comparacdo ao grupo PBS apresentaram diferenca significativa no tempo
de locomocdo. Novamente este resultado reforca a hipotese de que o modelo utilizado
neste trabalho se caracteriza como um eficiente modelo experimental de OA.

Naturalmente, é comum pacientes portadores de OA adotarem mudanca de
comportamentos na locomocdo com intuito de amenizarem a dor. Ao longo desse estudo
foi observado que uma porcentagem consideravel dos animais ndo utilizava a pata
afetada; nesse caso, perdia-se o sincronismo das patas €, ao invés de andar, saltavam na
escada acelerando o tempo de subida, porém paravam; possivelmente por causa da dor
ou cansago. A associacdo de tempo e estimulos na férmula de avaliacdo foi capaz de
eliminar o viés do comportamento do animal na avaliagio de locomogdo sem
desconsidera-lo.

A OA é uma doenca que se caracteriza principalmente como inflamagéo local, no

entanto, neste estudo buscou-se avaliar a doenga de forma sistémica com o intuito de
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buscar novos pardmetros para sua caracterizacdo. Para isso, foram realizados a
quantificagdo de citocinas. Estes mediadores de inflamagéo envolvidos apresentam
importante papel no efeito catabdlico (na degradacéo da articulacdo) e anabdlico (na
regeneracdo da cartilagem)”?%. Contudo, ndo foi verificado diferencas estatisticas de
citocinas circulantes em ambos os grupos no 43° dia ap6s a inducdo. Sem alteragdos
sistémicas, analizamos alteracfes histopatoldgicas na articulacdo sinovial.

A integridade da cartilagem sinovial é um importante fator de caracterizacdo de
uma articulacdo saudavel. Deformacgdes nessa, podem representar um sinal clinico
classico de doengas articulares como OA e artrite reumatoide” 2. Foi observado que
animais do grupo PBS apresentaram parametros de edema e infiltrado celular em grau
moderado, possivelmente este resultado deve-se ao desgaste natural em decorréncia do
envelhecimento.

Enquanto, superficie da cartilagem dos animais do grupo PBS estava integra,
foram registradas deformacdes na cartilagem articular de animais do grupo MIA.
Possivelmente, esta deformacdo esteja associada a presenca de infiltrado celular e
formacdo de edema de grau intenso. Segundo Sommer?? (2010) o infiltrado promove a
producdo de citocinas pré-inflamatorias capazes de destruir a cartilagem, 0ssos e tecidos
moles adjacentes. Deste modo, essa irregularidade na superficie articular nos tecidos do
grupo MIA expressa uma clara evidéncia do desenvolvimento da OA.

CONCLUSAO

A injecdo de MIA na concentracdo de 8mg/kg foi eficaz na inducdo de OA
caracterizando o modelo experimental como inflamatério crénico capaz de promover
alteracoes fisiologicas locais, com reflexos na atividade locomotora e comportamento em

camundongos Swiss com base em um novo método avaliativo de locomogéo.
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CAPITULO 2

FRACAO ACETATO DE ETILA DAS FOLHAS DE Disphania ambrosioides L.
INIBE O DESENVOLVIMENTO DA OSTEOARTRITE EXPERIMENTAL.

COSTA, Arthur André Castro*; SOUSA, Lucas André Ferreira®; OLIVEIRA, Jacqueline
Ribeiro®; NASCIMENTO, Flavia Raquel Fernandes®; GUERRA, Rosane Nassar
Meireles®; PEREIRA, Wanderson Silva®

RESUMO

Osteoartrite € uma doenca inflamatdria sinovial associada a dor, limitacdo do movimento
e perda da funcionalidade da articulacdo. Neste estudo foi avaliado o efeito do tratamento
oral por gavagem com fragédo acetato de etila das folhas de Dysphania ambrosioides em
modelo experimental de OA. Para isso, camundongos Swiss, machos, foram divididos em
4 grupos (5/grupo), logo apos a inducdo de OA com MIA (8mg/kg do peso do animal).
Grupo Controle foi administrado com 100uL com PBS; Grupos FACOEt 0.5, FAcCOEt 1.0
e FACOEt 5.0, foram tratados com a fragéo nas doses de 0.5, 1.0 ou 5.0 mg/kg, do peso
do animal, respectivamente. A avaliaces ocorreram em dias alternados (do 1° ao 43° dia,
incluindo o dia 0). Na avaliagédo de OA, o didmetro do joelho dos animais foi medido com
fita métrica. Na avaliacdo locomotora foram quantificadas subidas em escada por formula
que leva em consideracdo o tempo e estimulos. Os o6rgédos linféides foram coletados,
pesados e processados para a contagem total de células. Houve inibicéo consideravel da
inflamacdo no joelho dos animais e menor défice de locomocédo do grupo FACOEt 5.0
apos tratamento apresentando diferenca significativa em relacdo ao Controle nos dias 23,
33 e 43, porém, sem alteracdo na celularidade e peso de 6rgéos linféides com excecdo da
celularidade do baco no grupo FACOEt 1.0, onde foi observado um aumento significativo.
Assim, podemos concluir que o tratamento FACOELt na dose de 5mg/kg apresenta efeito
sobre a OA sendo capaz reverter o quadro de progressdo da doenca e melhora na atividade
locomotora.

Palavras chave: OA, FACOEt, Avaliacdo locomotora

4 Graduando em Ciéncias Bioldgicas - UFMA
5 Graduando em Farmacia - UFMA
6 Prof. Dr da Universidade Federal do Maranh3o
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ABSTRACT

FRACTION OF ETILA ACETATE OF LEAVES OF Disphania ambrosioides L.
INHIBIT THE DEVELOPMENT OF EXPERIMENTAL OSTEOARTRITE

Osteoarthritis is an inflammatory synovial disease associated with pain, limited
movement and loss of joint function. In this study the effect of oral treatment by gavage
with ethyl acetate fraction of leaves of Dysphania ambrosioides was evaluated in an
experimental model of OA. For this, Swiss male mice were divided into 4 groups (5 /
group), soon after the induction of OA with MIA (8mg / kg of animal weight). Control
Group was administered with 100puL with PBS; Groups FAcOEt 0.5, FAcOEt 1.0 and
FACOELt 5.0, were treated with the fraction at doses of 0.5, 1.0 or 5.0 mg / kg, of animal
weight, respectively. Evaluations occurred on alternate days (from day 1 to day 43,
including day 0). In the evaluation of OA, the knee diameter of the animals was measured
with tape measure. In the locomotor evaluation, ladder ascents were quantified by formula
taking into account the time and stimuli. The lymphoid organs were collected, weighed
and processed for the total cell count. There was considerable inhibition of knee
inflammation in the animals and lower locomotion deficit of the FACOEt 5.0 group after
treatment presenting a significant difference in relation to the Control on days 23, 33 and
43, but without alteration in the cellularity and weight of lymphoid organs with the
exception of cellularity of the spleen in the FACOEt 1.0 group, where a significant
increase was observed. Thus, we can conclude that the FACOEt treatment at a dose of
5mg / kg has an effect on OA being able to reverse the progression of the disease and
improve the locomotor activity.

Descriptors: OA, FAcCOEt, Locomotor evaluation
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INTRODUCAO

A Osteoartrite (OA) é uma doenca inflamatoria da articulacdo sinovial associada a
dor, inchacgo articular, limitagdo do movimento e perda da funcionalidade da articulagio
acometida®. O inchago é uma caracteristica clinica atribuida a inflamagcéo, indicando a
presenca de sinovite devido ao espessamento da membrana sinovial através do processo
de infiltracio de células mononucleares!?®, Segundo Goldring*? (2011), o infiltrado de
condrdcitos desempenha um importante papel no efeito catabolico na matriz celular
através da producdo de mediadores pré-inflamatorios por condrécitos, incluindo IL - 1 e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a)). Em pacientes com OA, os condrdcitos e as células
sinoviais produzem niveis aumentados do TNF-o, que juntamente com IL-1 atuam
diminuindo a sintese de coldgeno e aumentam mediadores catabolicos, como
metaloproteinases de matriz (MMPs) e outras substancias inflamatérias como IL-8, I1L-6,
prostaglandina E2 (PGE2) e 6xido nitrico (NO)?L.

Com base nisso, em 1977 foi descrito pela primeira vez por Kalbhen e Blum a
utilizacdo de Monoiodoacetato de sddio (MIA) em modelos experimentais que simulem
a OAM. Esse composto modifica os residuos de cisteina das proteinas e quando
administrado na articulacdo de animais ocasiona alteracGes nas concentracdes de
proteoglicanas da cartilagem, interrompendo assim a glicolise, gerando a quebra no
metabolismo dos condrdcitos, tendo como resultado a degradagdo da articulacdo. Por
consequéncia, ocorre uma retracdo na cartilagem, e por fim, as caracteristicas
histopatoldgicas semelhantes a OA de humanos!. Essa aplicacéo intra-articular de MIA
gera sinais de nocicepc¢do, sendo aparentemente mais preditivo para o estudo da OA.
Entretanto, no que diz respeito a dor, os modelos experimentais tém observado o
fendmeno de hiperalgesia secundaria, em detrimento da nocicepcédo no sitio primario de
lesdo, que seria o0 sintoma de real morbidez na clinical’.

Considerando a importancia da relevancia mundial da OA, estudos tém buscado
novas alternativas em tratamentos com base em fitoterapicos, cujo objetivo é melhorar o
quadro clinico e fisiopatoldgico dessa enfermidade. Estudos tém demonstrado efeito
benéfico do extrato de semente de uva®®, abacate e soja°> e mastruz?, entre outros.

Dysphania ambrosioides L., antes denominada de Chenopodium ambrosioides L.
de acordo com o Tropicos Garden! (2017), pertence a familia Amaranthaceae e é

conhecida popularmente como mastruz, sendo uma planta largamente utilizada pela
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medicina popular no tratamento de pneumonias, resfriados, equimoses, ferimentos,
inflamagbes e contusdes dolorosas!®?, Atualmente, ja sdo descritas importantes
atividades biologicas dessa espécie vegetal para doencas articulares, como: anti-
inflamatorio?’, analgésico?®, antiartritico?, reparador de tecidos moles e de tecido 6sse0?
e inibindo o desenvolvimento de OA?. E sabido que a fragdo acetato de etila assim como
0 extrato bruto hidroalcodlico de Dysphania ambrosioides (EBH) apresentam
propriedades polares similares, assim metabdlitos secundarios presentes no EBH
possivelmente podem estar envolvidos na resposta efetiva a enfermidades®. Segundo
Neiva'® (2011) o EBH possui constituintes quimicos como acido organicos, alcaloides,
compostos fendlicos, saponinas, taninos condensados e flavononas sendo descritos por
ter atividade anti-inflamatéria. Com base nisso, foi hipotetizado que a Fracdo acetato de
etila das folhas de D. ambrosioides (FACOEt) pode apresentar efeito inibidor no
desenvolvimento de OA em modelo experimental em camundongos mostrando regresséo

da inflamagcé&o articular e melhora na a atividade locomotora.
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MATERIAIS E METODOS

Identificacdo do material vegetal e preparo dos extratos

As folhas de D. ambrosioides foram coletadas manualmente no horto Paz e
Harmonia, no municipio de S&o José de Ribamar - MA e identificadas no Herbario Atico
Seabra da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), Séo Luis, MA, Brasil (nimero:
0998/SLS017213). As folhas foram secas a temperatura de 37°C, pulverizadas e depois
maceradas com etanol a 70%, sendo agitadas a cada 8 h. Apos 24h, o produto da
maceracdo foi filtrado. O procedimento de maceracdo e filtracdo foi repetido quatro
vezes. Finalmente, ap6s filtracdo, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida no
evaporador rotativo, produzindo assim o extrato bruto hidroalcodlico (EBH). O
fracionamento foi realizado pela particdo sequencial com solventes de polaridade
crescente (hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol) a partir do EBH seco, sendo
que neste trabalho foi utilizada somente a fracdo acetato de etila (FACOEt).
Posteriormente, a FACOEt foi concentrada em evaporador rotativo. A fragdo seca foi
pesada e foi feito o calculo do rendimento final, cujo resultado foi de 1,32g da fracao

acetato de etila para cada 10g do EBH.

Animais

Para execucao deste trabalho foram utilizados camundongos da linhagem Swiss
adultos com idade média de 5 meses, pesando cerca de 45g, machos, provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Maranhdo. Os animais foram alimentados
com racdo e agua Ad libitum e tiveram ciclo claro-escuro padronizado de 12 — 12 horas.

Todos os procedimentos envolvendo animais foram analisados e aprovados pelo
comité de ética em pesquisa da Universidade Federal do Maranhdo (CEUA), sob o
protocolo de nimero 005293/2015-14.

Inducéo e avaliacdo de osteoartrite (OA)
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Os animais foram previamente anestesiados através de injecdo intramuscular
(i.m.) da pata esquerda com 100ul de solugéo: cloridrato de xilazina (2,33 mg/ml),
cloridrato de cetamina (116 mg/ml) e PBS com hidromdédulo 2:1:1 utilizando seringa e
agulha estéril descartavel. Apds certificacdo do plano anestésico, foi feita assepsia com
solucdo topica de alcool 70 % da articulacdo da pata posterior direita (joelho) e realizada
a tricotomia. A lesdo intra-articular foi induzida por uma Unica injecao intra-articular de
10 pL de MIA na concentracdo de 8 mg/kg, com a pata flexionada, na altura do joelho,
em um angulo de aproximadamente 90° a solucdo de MIA foi injetada através do
ligamento patelar utilizando uma agulha Seringa Ultra-Fine BD 6mm® no espago intra-
articular entre tibia e fémur®24,

Para a avaliacdo da cinética da inflamacao foi utilizada fita métrica de preciséo
para definir o diametro articular do joelho, em centimetros. A avaliacao foi realizada em
dias alternados (do 1° ao 43° dia, incluindo o dia da indugéo - dia O Posteriormente os

dados quantitativos foram expressos com base na seguinte formula:

DIA(N) - DIAO= An

Onde N é o dia de avaliagdo e An 0 valor em delta do dia especifico de analise.

Avaliacéo locomotora (AvL)

Para a avaliacdo da atividade locomotora, realizada nos dias concomitantes da
avaliagcdo do desenvolvimento de OA, primeiramente os animais foram treinados durante
um periodo de 30 dias antes do dia da indugcdo de OA para a adaptacdo a escada. Nesta
avaliacdo foi medido o tempo de subida em escada, com 3 repeti¢bes para cada animal.

A cronometragem do tempo de avaliagdo se deu da seguinte forma: os animais
foram colocados na base da escada, ap0s sua adeséo a esta, inicia-se imediatamente a
cronometragem do tempo. Caso o animal ndo subisse no tempo de 1 segundo este foi
sujeito a um estimulo de subida. Havendo persisténcia da auséncia de atividade, o animal
recebeu novos estimulos com intervalo de tempo de 2 segundos. E por fim detectado

auséncia total de atividade com nimero acima de 10 estimulos, a avaliacdo foi finalizada
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(video em anexo em cd). O resultado final de défice de locomocéo foi expresso baseado

na seguinte formula:

Yt+>nE

n° de RepeticOes

Onde t é o tempo total cronometrado em segundos e E é o nimero de estimulos.

Delineamento experimental

Os animais foram divididos em 4 grupos (n=5/grupo). No dia 0, todos 0s animais
foram submetidos a inducdo de OA. O Grupo Controle foi administrado com PBS.
Animais dos grupos FacOet 0.5, FacOet 1.0, FacOet 5.0, ap6s inducdo de OA, foram
tratados com a fragdo acetato de etila nas doses de 0.5 mg/kg, 1.0 mg/kg, 5.0 mg/kg
respectivamente. Os animais foram tratados diariamente via oral por gavagem.

A avaliacdo de OA e a Av. L foram realizadas em dias alternados, do 1° ao 43°
dia, incluindo o dia da inducdo - dia 0. No 43° dia de experimento, apds tratamento, 0s
animais foram anestesiados com xilasina-cetamina-PBS (hidromddulo 2:1:1), e apés a
certificacdo do plano anestésico, foi coletado o sangue dos animais por ruptura retro-
orbital para posterior obtencdo do soro sanguineo. A pata direita dos animais foi retirada
e fixada em 25mL de formol tamponado a 10% visando analises futuras. Os 6rgédos
linféides foram pesados em balanca de precisdo e posteriormente foram macerados para
contagem de células; o linfonodo inguinal e bago foram macerados em 1 mL e 3 mL de
PBS, respectivamente. As células foram coradas em cristal violeta e contadas em

microscopio optico utilizando cdmara de Neubauer.
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- 30 dias Dia 0 Dial Dia3 Dia 13 Dia 23 Dia 33 Dia 43

) O_C ) O ) O
7 7 S 7 7

Treinamento *Inducao « Av. locomotora
em escada * Av. locomotora - Av. de OA

*Av. de OA *Tratamento

Figura 1: Delineamento dos procedimentos experimentais de treino ao 43° dia ap06s
inducdo de OA. O grupo PBS recebeu injecdo de 10 pL de PBS 1x estéril no ligamento
patelar do joelho direito, enquanto o grupo MIA recebeu injecdo de monoiodoacetato de
sodio na dose de 8mg/kg de mesmo volume 30 dias ap6s o treino. Tanto o
desenvolvimento da OA quanto atividade locomotora foram avaliados nos dias 0, 1, 3,
13, 23, 33, 43. A partir do dia 1 os animais foram tratados com FACOEt de Dysphania
ambrosioides nas doses de 0.5 mg/Kg, 1.0 mg/Kg, 5.0 mg/Kg ou administrado com PBS.

Analises estatisticas

As analises foram realizadas no software GraphPad Prism 5.0 ® utilizando o teste
te ANOVA, seguido pelo teste de Dunnet, sendo considerado como significante um valor

de *p <0,05.
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RESULTADOS

Avaliacao do desenvolvimento de OA

A avaliacdo do desenvolvimento da inflamacéo de OA demonstrou que o modelo
aplicado funcionou, uma vez que foi observado inflamacé&o inicial com pico inflamatorio
no dia 1 para todos os grupos em conformidade com o modelo padronizado para
camundongos’. Na avaliacdo da cinética da inflamagéo articular foi observado que néo
houveram diferencas significativas no tamanho da circunferéncia do joelho dos animais
dos grupos FACOEt 0.5 e FACOEt 1.0 em relacdo ao grupo Controle em todos os dias de
avaliagdo. Entretanto, pode-se observar uma inibigdo do desenvolvimento da inflamagéo
articular no grupo FACOEt 5.0, demonstrando diferencas estatisticamente significantes
qguando comparado ao grupo Controle nos dias 23, 33 e 43 (figura 2A). Analisando o
gréafico da area sob a curva verificou-se que o quadro geral da inflamacdo sinovial
apresentou diferenca significativa apenas no grupo FACOEt 5.0 em comparacdo ao
Controle (figura 2B).
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Figura 2: Avaliacdo do desenvolvimento de OA em camundongos em animais
tratados com FACOEt de D. ambrosioides. Os animais foram submetidos a injecéo de
MIA na dose de 8mg/kg no ligamento patelar do joelho direito. O grupo Controle foi
administrado de PBS 1x, enquanto os grupos: FACOEt 0.5 e FAcOEt 1.0 e FACOEt 5.0
foram tratados com a fracdo acetato de etila das folhas de D. ambrosioides nas
concentragdes 0.5, 1.0, 5.0 mg/kg. Os joelhos dos animais foram medidos com fita
métrica no dia O e dias alternados do 1 ao 43 dia. A) Circunferéncia do joelho: Os dados
obtidos foram convertidos em delta (valor do dia x - valor do dia 0). B) AUC de OA:
Area sob a curva do desenvolvimento de OA. As anélises estatisticas foram por teste t e
ANOVA, seguido pelo teste de Dunnet, para valores significativos de *p<0,05 em
comparagédo ao grupo Controle.
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Avaliacao locomotora em animais com OA

N&o foram observadas diferencas significativas dos grupos terapéuticos FACOEt
0.5 e FACOEt 1.0 em relagdo ao grupo Controle referentes aos dias de avaliacdo da
atividade locomotora (Figura 3A), assim como na analise de area sob a curva (Figura 2B).
Contudo, foi observado diferencga estatistica do grupo FAcOEt 5.0 quando comparado ao
grupo Controle nos dias 23, 33 e 43 (Figura 3A), sendo mais expressa na analise da area

sob a curva (Figura 3B).
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Figura 3: Avaliacdo locomotora de animais em modelo experimental de OA em
camundongos tratados com FACOEt de D. ambrosioides. Os animais receberam
injecdo de monoiodoacetato de sodio na dose de 8mg/kg no ligamento patelar do joelho
direito. O grupo Controle foi administrado de PBS, enquanto os grupos: FACOEt 0.5 e
FACOEt 1.0 e FACOEt 5.0 foram tratados com a fracdo acetato de etila das folhas de D.
ambrosioides nas concentragdes 0.5, 1.0, 5.0 mg/kg. Os animais foram avaliados no dia
0 e dias alternados do 1 ao 43 dia.A) Avaliacdo Locomotora: Os dados foram expressos
em tempo/estimulos. B) AUC de AvL: area sob a curva da avaliacdo locomotora por
medicdo do tempo médio/estimulo. As analises estatisticas foram por. As analises
estatisticas foram por teste t e ANOVA, seguido pelo teste de Dunnet, para valores
significativos de *p<0,05 em comparacao ao grupo Controle.
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Anélise de peso e celularidade dos 6rgaos linféides

Na avaliacdo do peso dos orgaos linféides foi observado que ndo houve diferenca
estatistica dos grupos terapéuticos em relacdo ao grupo Controle. Em relacdo a
celularidade, apenas o grupo FACOEt 1.0 apresentou aumento no numero de células
esplénicas (figura 3D).
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Figura 4: Avaliacao do peso e celularidade dos 6rgéos linfoides. Os animais receberam
injecdo de monoiodoacetato de sodio na dose de 8mg/kg no ligamento patelar do joelho
direito. O grupo Controle foi administrado de PBS 1x, enquanto os grupos: FAcOEt 0.5
e FACOELt 1.0 e FACOEt 5.0 foram tratados com a fragdo acetato de etila das folhas de D.
ambrosioides nas concentragdes 0.5, 1.0, 5.0 mg/kg. No 43° dia os orgdos linfoides,
linfonodo e baco, foram coletados, pesados e macerados em PBS 1x em 1ml ou 3ml
respectivamente. O linfonodo e o bago foram macerados em 1 ml e 3 ml de PBS 1x
respectivamente. A) Peso do Linfonodo. B) Celularidade do Linfonodo C) Peso do
baco, D) Celularidade do bago. As linhas verticais indicam a média * erro padrdo das
médias. As analises estatisticas foram por teste t e ANOVA, seguido pelo teste de Dunnet,
para valores significativos de *p<0,05 em comparacdo ao grupo Controle.
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DISCUSSAO

A padronizacdo do modelo experimental de OA em camundongo permitiu que
novos estudos fossem realizados na busca por tratamentos alternativos dessa doenca. Este
atual estudo teve como objetivo avaliar o efeito do tratamento da FAcOEt do EBH das
folhas de D. ambrosioides em diferentes concentracdes sobre o desenvolvimento e
progressao da inflamacao articular e na qualidade de locomogéo, bem como em aspectos
imunolégicos (avaliacdo de érgdos linfoides).

Avaliando o desenvolvimento da OA foi observado que os grupo FACOEt 0.5 e
FACOEt 1.0 ndo demonstraram diferenca estatistica quando comparado ao grupo
Controle em nenhum dos dias mensurados. Entretanto, o grupo FAcCOEt 5.0 apresentou
inibicdo do desenvolvimento da inflamacgdo com diferencga significativa nos dias 23, 33 e
43. Na analise histopatoldgica do estudo de padronizacao de OA foi observado a presenca
de infiltrado celular nos animais com injecdo de MIA (grupo controle neste trabalho) 7,
segundo Pereira?® (2014), o EBH de D. ambrosioides inibe a migracdo de neutrdfilos e
macrdfagos/monacitos para o sitio inflamatdrio em modelo de artrite experimental, que
simula a artrite reumatoide humano. Provavelmente este efeito esteja associado com a
presenca de compostos fitoquimicos como flavonoides e terpenos que sdo importantes
metabolitos anti-inflamatorios®®. Os mesmos compostos bioativos podem ser
encontrados na FACOEt uma vez que esta apresenta caracteristicas polares similares ao
EBH o que justificaria a consideravel regressao da inflamacéo articular (dados ainda ndo
publicados).

A limitacdo funcional da articulacdo impacta diretamente a qualidade de vida em
pacientes acometidos com OAZ?*. Com base nisso, buscou-se um modelo que pudesse
simular a dificuldade de locomocg&o vertical de humanos, entdo a proposta do uso de
subida em escada possibilitou realizar a avaliagcdo de locomogéo, onde foi observado que
0 grupo FACEt 5.0 apresentou melhora quando comparado ao grupo Controle e auséncia
de diferencas estatisticas para grupos FACEt 0.5 e FACEt 1.0. Segundo Moraes!® (2011),
0 metabolito flavonoides tem importante acdo na reducdo de TNF-a e PGE2, mediadores
nos quais gera resposta pro-inflamatorias, assim sendo um composto com caracteristicas
polares, possivelmente deve-se fazer presente na fracdo acetato de etila. Além disso, a
presenca do ascaridol, marcador para esta espécie, tem sido descrito pela sua atividade

anti-inflamatdria e ainda antinociceptiva?, fazendo com que haja diminuigdo da dor nos
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animais durante o exercicio de subida de escada. Ainda, segundo Calado? et al (2015),
animais tratados com o EBH na dose de 5mg/kg apresentaram um aumento na habilidade
de locomocdo; de semelhante modo foi observado uma evidente melhora na locomogéo
dos animais tratados com FACOEt 5.0.

Na avaliacdo do peso e celularidade dos 6rgaos linféides ndo houve diferenga
significativa entre os grupos terapéuticos FACOEt 0.5 e FACOEt 5.0 em relagdo ao
Controle. Contudo, foi observado um aumento estatisticamente significativo no nimero
de celulas esplénicas do grupo FACOEt 1.0 em comparacdo ao grupo Controle.
Possivelmente, a FACOEt 1.0 desempenhe uma atividade imunoestimulatéria em érgéos
linféides secundarios, principalmente baco, promovendo proliferacdo celular e
manutencdo da migracao celular de 6rgdos drenantes para o foco inflamatério, simulando
uma resposta natural tal como observado em individuos com OA. Esse aumento para a
dose de 1mg/kg corrobora com o efeito imunoestimulador ja descrito para essa espécie
vegetal por Cruz® et al (2007).

O aumento de células no foco inflamatorio, sinGvia, promove um panus, invasivo,
de rapido crescimento, composto principalmente de linfocitos T e B, e células da
imunidade inata como macrofagos, neutréfilos, mastécitos e células dendriticas. Estas
células produzem citocinas pré-inflamatdrias e quimiocinas®®, que ativam mais células
inflamatorias e condrdcitos, e liberam enzimas proteoliticas, que degradam a cartilagem
e logo depois o o0sso, resultando, por fim, em erosdes e destruicdo articular!, algo
semelhante foi observado por Costa’ et al (2017) na avaliacéo histopatoldgica, cujo o foco
inflamatorio foi constituido predominantemente de neutréfilos, estando de acordo com
Cascdo® et al (2010), que relata que os neutréfilos sdo fagdcitos profissionais, sendo
capazes ndo apenas de destruir patdgenos bem como tecidos.

Levando em consideracdo os dados obtidos, € de extrema importancia o
reconhecimento do potencial da fracdo em diferentes doses frente ao tratamento de
determinada enfermidade, uma vez que isso parece influenciar diretamente no padréo de
resposta. Com base nisso, fica evidente que a dose de 5mg/kg da fracdo acetato de etila

age diretamente no desenvolvimento da AO, melhorando a habilidade locomotora.
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CONCLUSAO

A fracdo acetato de etila das folhas de D. ambrosioides na dose de 5 mg/kg foi
eficaz em inibir o quadro de desenvolvimento e progresséo de OA e melhora na qualidade

de locomocdo em modelo experimental em camundongos Swiss.
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o1

CONCLUSAO GERAL

A injecdo MIA demonstrou-se eficaz na inducdo de OA experimental
caracterizando-o como modelo inflamatorio crénico capaz de promover alteracdes
fisioldgicas locais, locomotoras e comportamentais em camundongos Swiss.

A fragdo acetato de etila do EBH de D. ambrosioides na dose de 5 mg/kg foi eficaz
em reverter o quadro clinico dessas alteracbes promovidas pelo padrdo do modelo

experimental.
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ANEXO

NORMAS PARA PUBLICACAO

A Revista de Ciéncias da Saude (RCS) tem por finalidade publicar em caréater
prioritario trabalhos cientificos, desenvolvidos por pesquisadores, docentes de
graduacdo e pds-graduacdo, alunos ligados aos departamentos que integram o Centro
de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA).
Destina-se também a publicacdo de artigos de interesse para as Ciéncias da Salde,
desenvolvidos em outros departamentos da UFMA ou de outras institui¢des de ensino e

pesquisa.

1 CLASSIFICACAO DOS ARTIGOS

Os artigos devem enquadrar-se nas seguintes categorias:

a) artigos cientificos de natureza clinica ou experimental, contendo informacdes novas
ou relevantes;

b) artigos de revisdes com sintese e interdisciplinaridade dos conhecimentos abordados,
com anélise critica do material bibliografico pesquisado;

c) caso clinico com relatos e uso de novos métodos;

d) carta ao editor com criticas, consultas ou sugestdes de artigos publicados;

e) editoriais.

2 NORMAS GERAIS

a) ndo serdo aceitos trabalhos ja publicados ou submetidos simultaneamente a
apreciacdo por parte de outros periddicos ou quaisquer outras publicacdes;

b) os trabalhos seréo analisados por membros da Comissao Editorial ou por consultores
especializados no assunto e somente serdo aceitos apds o parecer dos mesmos, podendo
sofrer corre¢fes ou modificacOes para adequacao as normas apos prévia consulta;

c) em cada edigdo serdo selecionados no minimo 5 (cinco) e no méximo 10 (doze)
trabalhos. Os ndo selecionados serdo apreciados por ocasido das edi¢bes seguintes.
Decorridos um ano sem que tenham sido selecionados, serdo devolvidos aos autores com
justificativa do editor;

d) os conceitos emitidos nos trabalhos serdo de responsabilidade integral dos autores;
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e) aRCS reservam-se todos os direitos autorais dos trabalhos publicados, permitindo
entretanto a sua posterior reprodugdo como transcricdo, com devida citacdo da fonte;
f) cada autor de correspondéncia terad direito a 02 (dois) volumes, podendo solicitar

quantidade maior, sendo-lhe levado a débito o respectivo acréscimo.

3 APRESENTAC}AO DOS ORIGINAIS

a) ostrabalhos deverao ser apresentados no Word, digitados em fonte Times New Roman
corpo 12, com espaco duplo e margem de 3 cm de cada lado, em tamanho A4, sem
qualquer outro tipo de formatacao, a ndo ser:

- indicacdo de caracteres (negrito e italico) para ressaltar termos ou nomes especificos;

- recuo de 1 cm no inicio do paragrafo;

- deve-se colocar entre aspas as cita¢des diretas, ou seja, idénticas ao original. Quanto as
citacdes com mais de trés linhas, da-se um recuo de paréagrafo de 2 cm, com fonte corpo
10;

- uso de aspas (ndo usar caixa alta);

- 0s textos ndo devem exceder 15 laudas. - texto (incluindo tabelas e quadros). Esquemas,
figuras, fotos e ilustracfes devem ser submetidos em arquivo separado no Power Point;
- a publicacdo de imagens em cores sera custeada pelo(s) autor(es) interessado(s), que
deve(m) expressar seu interesse no momento da submisséo do artigo;

b) Redacdo

Os originais deverdo ser redigidos em portugués, de acordo com anorma culta do
idioma nos seus aspectos morfoldgicos e sintéticos;

c) A pégina de rosto devera conter as informacdes na seguinte ordem:

- titulo em portugués;

- titulo em inglés;

- nome(s) do(s) autor(es);

- titulo, vinculos e filiagcbes em notas de rodapé;

- resumo indicativo ou informativo em portugués com traducdo em inglés logo
abaixo, acompanhado dos descritores que identifiquem o contetdo e sua versdo para o
inglés. Deve ser disposto em apenas um unico paragrafo, usando o verbo na voz ativa e
na terceira pessoa do singular. Contendo no méaximo 250 palavras.

d) Ordem dos elementos que constituem o texto:
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- Titulo no primeiro idioma;

- Titulo no segundo idioma;

- Nome (s) do(s) autor(es);

- Resumo em portugués;

- Descritores em portugués;

- Resumo em inglés;

- Descritores em inglés;

- Introducéo;

- Material e métodos;

- Resultados;

- Discusséo;

- Conclusdo (6es);

- Agradecimentos (aos 6rgaos de fomento, quando houver);

- Referéncias;

- Autor para correspondéncia (nome e email). O mesmo devera ser indicado por um
asterisco na lista de autores;

e) As ilustracdes (desenhos, gréficos, fotografas, plantas, mapas entre outras) sdo
consideradas figuras e devem ser limitadas ao minimo indispensavel. Devem ser
apresentadas com legendas numeradas em  sequéncia, com algarismos arabicos
precedidos do nome Figura, logo abaixo da figura a que se refere. As fotografas deverdo
ser em preto e branco. Caso o autor deseje que as mesmas sejam coloridas, arcard com a
despesa da impressao colorida;

f) As tabelas e os quadros devem ser numerados consecutivamente em algarismo
arabico, com o respectivo titulo, acima do quadro e ou tabela a que se refere;

g) Os nomes de medicamentos e materiais registrados, produtos comerciais, devem
aparecer em notas de rodapé (indicadas por asterisco ou nimeros arabicos e restritos ao

indispensavel). O texto deve conter somente nome genérico.

4 CITACOES E SISTEMAS DE CHAMADAS
Sempre que for mencionada uma citagdo bibliografica no texto, indica-se a fonte
consultada. Para efeito de padronizacdo, recomenda-se a citacdo pelo sobre nome do

autor, o nimero da referéncia sobrescrito, seguido da data de publicacéo, a saber:
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a) quando o nome do autor ndo estiver incluido na sentenca, indica-se no final da
frase o(s) numero(s) correspondente(s) ao(s) autor(es).

Ex.: Estudos com ressonancia magnética demonstram varias mudancas na articulacao
temporomandibular antes desconhecidas18.

b) quando o nome do autor fizer parte da sentenca, somente a data e a pagina consultada
aparecem entre parénteses. Ex.: Silval8 (2000) citaram que “estudos com ressonancia
magnética demonstram varias mudangas [...]” Silval9 (2000) afirmaram que 0S estudos
com RM demonstram varias mudancas [...].

c) trabalhos de um mesmo autor, de um mesmo ano, acrescentam-se a data, letras
minusculas do alfabeto latino sem espacamento. Ex.: Para Silval8 (2000a) estudos com
ressonancia magnética demonstram varias mudancgas [...]. Silva29 (2000b) citou que
estudos com ressonancia magnética demonstram varias mudangas [...].

d) quando houver coincidéncia de autores com o0 mesmo sobrenome e mesma data,
acrescentam-se as iniciais de seus prénomes. EX.: Para Silval8, L. (2000) estudos com
ressonancia magnética demonstram varias mudancas [...]. Silval9, M. (2000) citou que
estudos com ressonancia magnética demonstram varias mudangas [...].

e) quando o trabalho pertencer a dois autores, indica-se o sobrenome dos dois autores,
separados por uma virgula, seguido do ano.

Autor incluido na sentenca

De acordo com Kreiborg e Cohen9 (1992), os fendmenos mais pronunciados antes da
[..]

f) quando o autor ndo for incluido na sentenca. Ex.: Os fenbmenos mais pronunciados
antes da terapia sao [...]9 (mesmo que item 4, letra a).

g) quando forem mais de dois autores, indica-se o sobrenome do primeiro, seguido
da expressdo latinaetal., e 0ano. Ex.: De acordo com Abreul et al. (1990), os fenbmenos
mais pronunciados antes da [...].

h) Quando se tratar de publicacGes diferentes, indica-se o sobrenome dos autores e 0

ano.
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Autores incluidos na sentenca:
Ex.: Abreul et al. (1990), Kreiborg e Cohen9 (1992) e Silval8 (2000) afirmaram que

os fenbmenos mais pronunciados antes da [...]

Autores ndo incluidos na sentenga:

Ex.: Alguns estudos1,9,18 tém investigado os fendmenos mais pronunciados antes da
[.-].

i) nos trabalhos publicados por entidades coletivas deve ser mencionada a fonte, entre
parénteses, no final da citag&o.

Ex: Sistema Educacional Brasileiro obedece a normas e metas consultivas
(BRASIL3,1990).

j) citado por outros autores (apud) Abreu et al. (1990 apud Cohen9, 1992) afirmaram
que um determinado grau de respostas [...].

OBS: Este recurso, no entanto, deve ser evita 0 a0 maximo. Recomenda-se sempre a

busca pelo artigo original.

5 REFERENCIAS

As referéncias devem ser elaboradas obedecendo ao disposto no Estilo VVancouver. Todo
autor citado deve constar em lista chamada REFERENCIAS, devendo ser ordenados
alfabeticamente pelo sobrenome do primeiro autor ou pela primeira palavra do titulo
(quando sem autoria), antecedido de numeracdo progressiva. Os titulos de periddicos
devem ser abreviados de acordo com o PubMed e impressos sem negrito, italico ou
grifo, ndo devendo ser pontuados e tendo a mesma apresentacéo em todas as referéncias.
Nas publicacdes com até seis autores, citam-se todos; acima de seis autores, cita-se 0s
seis primeiros autores seguido da expressao latina et al. Comunicacdes pessoais, trabalhos
em andamento e os ndo publicados ndo devem ser incluidos na lista de referéncias, mas

citados em notas de rodapé.

5.1 Exemplos

a) Livros

Livro com um autor

Madeira MC. Anatomia da face. 28 ed. Sdo Paulo: Sarvier; 1997.
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Livros com dois autores
Stock CJR, Nehammer CF. Endodontia na pratica clinica. 3% ed. Sdo Paulo: Pancast;
1994,

Livro com até seis autores, citam-se todos. Acima de seis autores, cite 0s seis primeiros

seguido da expressdo et al.

Livro em suporte eletronico

Braselli A. Toxoplasmose. [monografa online]. [citado 2003 jan 30]. Disponivel em:
URL: http://www.infecto.edu.uy

Ueki N, Higashino K, Ortiz-Hidalgo CM. Histopathology [monografa em CD-ROM].
Houston: Addison Books; 1998. [citado 2002 fev27]. Disponivel em: URL:

http://www.hist.com/ dentistry

Capitulo de livro
Puricelli E. Retencdo dentéria. In: Gongalves EAN, Feller C. Atualizacdo dentéria na
clinica odontolégica. Sao Paulo: Artes Medicas; 1998. p. 3-28.

Capitulo de livro em suporte eletrénico

Wada CS. Determinacdes bioquimicas. In: Moura RA, Wada CS, Purchio A, Almeida
TV. Técnicas de laboratério [monografa on-line]. Sdo Paulo: Atheneu; 1998. [citado
1999 maio 27]. Disponivel em: URL.: http://www. sinuses. com/postsurg.htm

b) Artigo de periddico

Com um autor

Varella JAF. Fatores bioldgicos no preparo da cavidade. Rev Assoe Paul Cir Dent 1961;
15(3): 149-154.

Com dois autores
Jurgensen CA, Jurgensen LD. Passivacgéo do cobre, alternativa para obtencdo da condicao
de anaerobiose. Rev Bras Pat Clin 1982; 18(3):58-63.
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Com mais de seis autores

Zoitopoulos L, BrailsforDSR, GelbierS, Ludfore RW, Marchant SH, Beighton D, et ai.
Dental caries and caries-associated microorganisms in the saliva and plague of 3 and
4-year-old afro-caribbean and caucasian children in south London.Archs Oral Biol 1997,
41(11):1011-1018.

Em suporte eletrénico

Szwarcwald C, Barbosa Jr A, Fonseca MGR. Estimativa do nimero de criangas (O a 4
anos) infectadas pelo HIV. Brasil. 2000. [citado 2002 mar 12]. Disponivel em: URL
http:// www.aids.gov.br/fnal/artigo.htm.

Resumo
Varella JAF. Fatores bioldgicos no preparo da cavidade [resumo]. Rev Assoc Paul
Cir Dent 1961; 15(3): 149.

Sem indicagéo de autor
The residual caries dilemma. Comm Dent Oral Epidemiol 1999; 22(2):439-441.

Volume com suplemento
Basting RT, Serra MC, Paulillo LAMS. Preparos de cavidades na era da dentistica
restauradora. Rev ABO Nac 2000; 8 Suple 1:176-181.

Fasciculo sem indicacdo de volume
Jurgensen CA, Jurgensen LD. Passivacdo do cobre, alternativa para obtencdo da condicéo
de anaerobiose. Rev Brés Pat Clin 1982; (3):58-63.

Sem indicacéo de volume ou fasciculo
Jurgensen CA, Jurgensen LD. Passivagéo do cobre, alternativa para obtengdo da condicéo
de anaerobiose. Rev Bras Pat Clin 1982:58-63.

Artigo citados por outros autores (apud)
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Hellwig E. Clinicai evaluation of chemomechanical caries removal in primary molars
and its acceptance by patients (2001) apud Maragakis GM, Hahn P, Hellwig E Caries
Rés Sept 2001; 35(3):205-210.

c) Dissertacdes e teses

Alves CMC. Andlise morfométrica dos melanossomos presentes no interior do
queratindcito na gengiva normal e infamada em humanos [Dissertacdo de Mestrado]. Sdo
Paulo: Faculdade de Odontologia da USP; 1996.

Em suporte eletronico

Azevedo VMNN. Avaliacdo clinica de pacientes portadores de lesdes dentarias cervicais
ndo cariosas relacionadas com alguns aspectos fisicos, quimicos e mecanicos da
cavidade bucal [Tese em CD-ROM]. Bauru: Faculdade de Odontologia da USP; 1994,

d) Trabalhos apresentados em evento

Debortoli G. Ecoinformacdo: aquisicao e uso da informacéao na preservacao dos recursos
naturais. In: 20° Congresso Brasileiro de Biblioteconomia, Documentacédo e Ciéncia da
Informacdo: 2002; Fortaleza. Anais. Fortaleza: Centro de Convencdo do Ceara; 2002. p.
50-65.

Em suporte eletrénico

Aun MP. Antigas nagdes, novas redes: as transformacfes do processo de construcéo
de politicas de informacdo [CD-ROM]. In: 20° Congresso Brasileiro de
Biblioteconomia, Documentacdo e Ciéncia da Informacdo: 2002; Fortaleza. Anais.

Fortaleza: Centro de Convencdo do Ceara; 2002. p. 90-101.

e) Leis, decretos, portarias etc.

Brasil. Lei n° 8926, de 9 de agosto de 1994. Torna obrigatoria a inclusao, nas bulas
de medicamentos, de adverténcias e recomendagfes sobre seu uso por pessoas de mais
de 65 anos. Diario Oficial [da] Republica Federativa do Brasil, Brasilia 1998;
126(190):19291-19292.



64

Brasil. Decreto-Lei n° 2481, de 3 de outubro de 1998. Dispde sobre o gesto provisério
para 0 médico estrangeiro em situacao ilegal em territério nacional, didrio ofcial [da]
Republica Federativa do Brasil, Brasilia 1998; 126(192):19292-19295.
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