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Resumo

A osteoartrite (OA) é a forma mais comum de doenca articular alterando a qualidade
de vida, sendo a causa mais frequente de dor musculoesquelética para as atividades
de vida diaria e laborativas no Brasil e no mundo, se tornando um problema de saude
com implicagdes socioecondmicas. A OA nao possui cura e tem apresentado um
impacto direto na economia em decorréncia dos elevados gastos publicos com
medicamentos e cuidados hospitalares. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito
analgésico e terapéutico do extrato hidroetandlico bruto (EHBv) e fracdo acetato de
etila (FAc) de Borreria verticillata (L.) G. Mey. (BV) em modelo experimental de OA em
joelhos de ratos. Os animais foram distribuidos em sete grupos com 6 animais cada,
totalizando 42 animais. Foi induzida OA com uma unica injecao intra-articular de
Monoiodoacetato de sodio (MIA) no joelho direito em seis grupos (Salina, Melox,
EHBv, FAc 5mg, FAc 2,5mg, Acido ursélico (AU) e no sétimo grupo (sem OA) nao foi
induzida. A partir do 3° dia ap6s a inducao, os animais foram tratados até o 28° dia,
por gavagem (via oral) com extrato e fracbes de BV nas seguintes doses EHBv
500mg/kg/dia, FAc 5mg/kg/dia, FAc 2,5mg/kg/dia e AU 10mg/Kg/dia e Meloxicam
7,5mg/kg/dia. Para avaliacao clinica comportamentais utilizou-se os parametros de:
atividade motora/deambulacao forcada, quantificacdo de dor espontanea e avaliacao
da alodinia mecanica; analise da incapacitancia/ distribuicao do peso nas patas
traseiras e hiperalgesia mecanica. O estudo farmacolégico atenuou significativamente
as manifestagbes comportamentais de dor nos animais tratados com o extrato e suas
fracbes em comparacdo com o grupo salina (0,1ml/Kg) sugerindo uma agao
analgésica da BV. A espécie Borreria verticillata (L.) G. Mey. para o tratamento de
Osteoartrite, revela ser um composto promissor para o desenvolvimento de farmacos
utilizados para analgesia, podem ser Uteis no tratamento de diferentes tipos de dores
e como adjuvantes para medicamentos convencionais.

Palavras-chaves: Borreria verticillata; Osteoartrite; analgésica; Ratos Wistar



Abstract

Osteoarthritis (OA) is the most common form of joint disease by changing the quality
of life, being the most frequent cause of musculoskeletal pain for the activities of daily
living and labor activity in Brazil and in the world, becoming a health problem with
implications socioeconomic. OA has no cure and has a direct impact on the economy
as a result of high public spending with medicines and hospital care. The aim of this
study was to evaluate the analgesic effect and extract raw to evaluate therapeutic
(EHBv) and ethyl acetate fraction (FAc) of Borreria verticillata (I.) g. Mey. (BV) in
experimental model of OA in the knees of rats. The animals were divided into seven
groups with 6 animals each, totaling 42 animals. Was induced OA with a single intra-
articular injection of sodium Monoiodoacetato (MIA) in his right knee in six groups
(Salina, Melox, EHBv, FAc 5 mg, FAc 2, 5 mg, ursolic Acid (AU) and the 7th Group (no
OA) was not induced. From the 3rd day after induction, the animals were treated until
the 28th day, by gavage (mouth) with extract and fractions of BV in the following EHBv
doses 500 mg/kg/day, 5 mg/kg/day FAc, FAc 2, 5 mg/kg/day and AU 10 mg/Kg/day
and Meloxicam 7, 5 mg/kg/day. Clinical behavioral assessment used the parameters
of: motor activity/forced ambulation, quantification of spontaneous pain and evaluation
of mechanical allodynia; analysis of incapacitancia/weight distribution on the hind legs
and mechanical hyperalgesia. The pharmacological study significantly mitigated the
behavioral manifestations of pain in animals treated with the extract and its fractions
compared with the saline Group (0, 1 mI/Kg) suggesting an analgesic action of BV.
The species Borreria verticillata (1.) g. Mey. for the treatment of osteoarthritis, reveals
himself to be a promising compound for the development of drugs used for analgesia,
can be useful in the treatment of different types of pains and as adjuvants for

conventional medicines.

Keywords: Borreria verticillata, Osteoarthritis, Analgesic, Wistar Rats
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1.INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) é reconhecida como uma das doencgas crbnicas mais
prevalentes afetando articulagées das maos, joelhos, quadris e coluna com diferentes
graus de deformidades e edema articulares. A maior compreensdo acerca da
fisiopatologia da OA tem feito com que o seu classico conceito de doenca
degenerativa articular venha sendo gradativamente modificado, enfatizando
fenbmenos mecanicos e inflamatérios em sua génese e manutencao (FELSON, 2013;
BERENBAUM, 2013).

Trata-se de uma doenca articular crbnica progressiva e degenerativa, muito
comum em idosos (BERENBAUM, 2013). E caracterizada pela deteriorizagao
progressiva da cartilagem articular evoluindo com formagdo de ostedfitos,
remodelamento 6sseo nas superficies e margens articulares, e fibrose periarticular.
Tais sinais e sintomas culminam na redug¢do da qualidade de vida do individuo
acometido (YU et al., 2013).

Ja foram tentados alguns tipos de tratamentos clinicos e cirurgicos para a OA,
outros estdo em estudo, mas até o momento ndo ha uma terapéutica que resulte em
uma recuperacao definitiva ou uma cura das lesées das articulagdes, podendo haver
necessidade de colocacéo de proteses metalicas nos joelhos, nos casos mais graves.
A terapéutica usada tem como objetivo apenas tratar os sintomas, melhorar a
mobilidade articular, diminuir a dor e melhorar qualidade de vida do paciente
(TORRES L et al., 2009)

Nesse sentido, a fitoterapia e as plantas medicinais vem sendo tratadas como
alternativa de tratamento para a osteoartrite (ZHANG W et al., 2016). O uso dos anti-
inflamatorios esteriodais e ndo esteriodais, quando comparada ao uso das plantas
medicinais e fitoterapicos, demonstra que as plantas medicinais ainda desempenham
um pequeno papel na terapia de tratamento desta doenga (ROSA C, 2007).

O uso de plantas medicinais € regulamentado pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), érgdo do Ministério da Saude, que publica resolucdes
que regulam quais, quando e como as chamadas “drogas vegetais” devem ser
usadas, através do uso de suas partes como: folhas, cascas, raizes ou flores, como
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opcao terapéutica, no Sistema Unico de Satde (BRASIL, 2006) para o tratamento de
doencas agudas e crénicas (DUTRA RC et al., 2016).

Entretanto, a ascensdo da Fitoterapia fundamenta-se na valorizagdo das
tradicdes populares e nos avangos da prospeccao biotecnoldgicas, esclarecendo os
efeitos dos fitocomplexos com agdo em alvos moleculares, determinando, dessa

forma, o potencial de eficacia terapéutica (BRASIL, 2017).

No Brasil, o potencial econémico da flora brasileira ja era percebido desde
1896, por sua riqueza na diversidade de tipos de plantas produtoras dos mais
diferentes insumos, bem como o seu potencial medicinal de véarias espécies (DUTRA
et al., 2016).

Dentre essas espécies, destacamos a Borreria verticillata (L.) G. Mey.,
conhecida como vassourinha-de-botdo, encontrada em regides tropicais e
subtropicais, esta entre as espécies vegetais brasileiras com atividades biolégicas
relevante (antibacteriana, analgésica e anti-inflamatéria), demostrando efeito
medicinal através de seus constituintes bioativos isolados como fendlicos, alcalbides,
saponinas, terpenos, flavondide, sido popularmente empregada para fins terapéuticos
por sua possivel agdo analgésica, influenciando no controle da dor associada a
doencas com a osteoartrite (SILVA et al., 2017).

Nessa perspectiva, em continuidade a linha de pesquisa do Grupo de Estudo
Experimental da Dor, busca-se validar o efeito analgésico da espécie Borreria
verticillata (L.) G. Mey. no modelo de OA induzida em ratos.
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2. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Osteoartrite

A OA é a forma mais comum de doenca articular alterando a qualidade de vida
(REZENDE MU et al, 2013), sendo a causa mais frequente de dor
musculoesquelética (COIMBRA IB et al., 2004; SALTER, 2001; JOSE, 2013; MAN GS;
G., 2014) para as atividades de vida diaria (JOSE, 2013) e laborativas no Brasil e no
mundo (COIMBRA IB et al.,, 2004), se tornando um problema de salde com
implicacdes socioecondmicas (SALTER, 2001).

A OA ndo possui cura e tem apresentado um impacto direto na economia em
decorréncia dos elevados gastos publicos com medicamentos e cuidados
hospitalares; perda da produtividade por afastamento do trabalho e elevado indice de
cirurgias de artroplastia de joelho (OLALEKAN AU et al., 2013).

Estima-se que nos Estados Unidos, a prevaléncia de dor crénica seja de 30%,
(GILRON, JENSEN, DICHENSON, 2013). No Brasil, estudos realizados em Salvador
e Maranh&o, encontraram prevaléncias de 41,4% e 42% respectivamente (VIEIRA et
al., 2012).

A OA é uma das doencas que mais causam dor musculoesquelética frequente
e persistente, podendo atingir um a cada cinco individuos, principalmente idosos,
causando dor crénica e incapacidade articular, tendo os joelhos como a articulacao
mais afetada (CUNHA-MIRANDA L, 2015), pois além de dor e fraqueza muscular,
evolui com reducao do equilibrio, déficits de propriocepcao, reducdao da amplitude de
movimento e instabilidade articular (GUR H et al., 2002; KIERKEGAARD S et al.,
2015; EDMONDS DW et al., 2016).

A Dor na AO, por nao ser bem compreendida, devido a sua complexidade de
na definicdo, tem sido estudada a partir de uma estrutura biopsicossocial (HUNTER
DJ et al., 2008) que envolve além da perda da fungéo articular, (ZHANG R-X et al.,
2013) uma integracao multifatorial de processos biolégicos, cognitivos, psicoldgicos,
sociais, emocionais e afetivos através de mecanismos periféricos e centrais do
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sistema nervoso (DIEPPE PA;S., 2005; HUNTER DJ et al., 2008; LEE YC et al., 2011)
pois € uma experiéncia multidimensional (DA SILVA JA;RIBEIRO-FILHO, 2011).

Do ponto de vista estrutural e biomecéanico, a OA é caracterizada pela
progressiva degeneracdao da cartilagem, entretanto, a relacdo entre a dor nas
articulacoes e a degradacao da cartilagem é pouco compreendida (OKAMOTO M;Y.,
2010).

A inflamacao pode causar estimulos mecanicos nocivos através da presenca
de fibras nervosas aferentes na capsula articular, sindvia, periésteo, osso subcondral,
ligamentos, musculos e tenddes, pois sao ricamente inervados por fibras nociceptivas
e podem ser a provavel fonte de nocicepcao (FELSON DT, 2005; HUNTER DJ et al.,
2013).
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Figura 1 Via ascendente da dor

A partir de um estimulo nociceptivo, que ativa ou sensibiliza os nociceptores,
gerando um potencial de agao que se transmite pelo neurdnio periférico até a medula
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espinhal, onde o sinal é transferido para o segundo neur6nio e a seguir para regiées
superiores do sistema nervoso central, gerando um potencial de dor (figura 1)
(REZENDE; CAMPQOS, 2013)

Um processo inflamatério envolve mediadores inflamatérios e/ou provoca uma
lesdo que ativa ou sensibiliza os nociceptores locais. Diferentes mediadores
nociceptivos como a endotelina, substancia P, prostaglandinas e aminas
simpatomiméticas sensibilizam diretamente os nociceptores (figura 1) (YU et al., 2013)

As alteracoes fisiopatoldgicas que ocorrem na OA, a modificacdo tanto na
estrutura quanto na fungcéo do osso subcondral inicia-se precocemente, implicando
indiretamente em prejuizos para a cartilagem adjacente. Outro fator importante é que
os condrécitos, assim como os osteoblastos e os osteoclastos, tém receptores
sensiveis ao calcio e participam de mecanismos fisico-quimicos semelhantes (TAT et
al., 2010; TAT et al., 2011; YU et al., 2013).

Entre os mediadores pré-inflamatérios destacam-se o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), a interleucina-1 (IL-1) e a interleucina-6 (IL-6), que possuem um papel
essencial no desenvolvimento da dor na OA, assim como em outros eventos
inflamatérios (REZENDE et al, 2013).

A primeira citocina liberada apés uma lesdo tecidual € o TNF-a, que
desencadeia a liberacao de IL-1B e IL-6, citocinas responséaveis pela estimulacdo da
sintese de prostaglandinas e liberacdo de aminas simpaticas. Estas citocinas tém
efeito catabdlico e levam a destruicdo da cartilagem articular, pela inducédo da
liberacéo de enzimas liticas, zinco-dependentes, conhecidas como metaloproteinases
(colagenase, gelatinase, estromelisina), além da diminui¢cdo de producgédo de agentes
inibitdérios teciduais das metaloproteinases e dos inibidores do plasminogénio
(FITZGERALD et al, 2006).

A IL-1B e o TNF-a inibem a sintese de componentes da matriz extracelular,
sendo que a IL-1B suprime a sintese dos colagenos Il e IX, que sdo constituintes
préprios da cartilagem, além de aumentar a producdo dos colagenos | e lll, o que
resulta em reparagéo tecidual deficiente (BERENBAUM, 2013).
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Avancos no entendimento da fisiopatologia da OA tém permitido um aumento
consideravel nos alvos terapéuticos e algumas medicacdes tém sido associadas a
diminuigdo da progressao das lesdes cartilaginosas, com redugcéo da remodelagéo
0ssea subcondral (BERENBAUM, 2013).

A OA acomete principalmente as articulagées dos joelhos, quadris, maos e
coluna vertebral e as principais manifestagées clinicas s&o dor e rigidez. A estrutura
e a fisiologia da cartilagem articular do joelho, bem como, os aspectos inflamatérios
do processo degenerativo tem sido alvo de estudos (REZENDE et al, 2013).

Na terapia da dor em AQO, sao preferencialmente utilizados os anti-inflamatorios
nao esteroidais (AINES) e os opidides. Os AINES agem bloqueando a ciclooxigenase
(COX), consequentemente inibindo a sintese de prostaglandinas. Dessa forma,
previnem a sensibilizacdo de nociceptores e, consequentemente, bloqueiam a
hiperalgesia inflamatérias. Os opidides, que sao potentes analgésicos de agao central
e também periférica, além de produzir sedacao e hipnose, com tendéncia a produzir
dependéncia e tolerancia, também agem nos mecanismos inibitérios descendentes,
inibindo diretamente os terminais nociceptivos ou as sinapses nociceptivas espinhais
(YU et al., 2013).

Além desses, varios outros farmacos sao utilizados como analgésicos, para
tratar dor, que respondem mal aos farmacos analgésicos tradicionais. Dentre eles,
estdo os antidepressivos triciclicos, antiepiléticos e anestésicos (PELLETIER, 2004)

Assim, algumas medicacdes tém sido associadas a diminuicao da progressao
das lesdes cartilaginosas, com reducdo da remodelacdo 6ssea subcondral. Tais
medicagdes, denominadas como drogas modificadoras da doenca osteoartrite
(DMDOA), apresentam propriedade de reverter, estabilizar ou pelo menos retardar o
curso da doenca OA. (PELLETIER, 2004)

A dificuldade de realizagcdo de estudos em humanos por razdes técnicas ou
éticas, levou a necessidade do desenvolvimento de modelos experimentais de artrites
que apresentem semelhanca com a fisiopatologia da doenca humana. Em modelos
experimentais com animais, podem-se tracar protocolos para avaliar de forma

paralela, as alteragdes quimicas e histoldgicas, observadas na doenca, levando a
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possibilidades de realizar manipulagbes experimentais para testar novos
medicamentos ou procedimentos, com controle maior das variaveis envolvidas, como

exclusao do placebo, homogeneidade do grupo entre outros (SILVA, 2009).

3.2 Uso de plantas medicinais

A Organizacao Mundial da Saude (OMS) reconhece que as plantas medicinais
sdo importantes instrumentos da assisténcia farmacéutica, e expressa sua
necessidade através de agdes normativas do Governo Federal. (NASCIMENTO et al.,
2016)

O uso sustentavel da biodiversidade, ocasionou a adocao de varias medidas e
a preservacao do conhecimento tradicional, assim como o incentivo a pesquisa e

desenvolvimento tecnoldgico na area (NASCIMENTO et al., 2016).

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais tem um papel importante nos
cuidados primarios de saude, principalmente nas comunidades de dificil acesso a
medicamentos. A criagdo da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF) vem para reforcar o uso racional e seguro da fitoterapia no Brasil, que busca
objetivar a ampliacdo das opcgdes terapéuticas e melhorias da atencao a saude aos
usuarios do SUS. (AMERI et al, 2015)

Em 2017, a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC), instituida pela Portaria n® 971 GM/MS de 3 de maio de 2006, promoveu 0
aumento no numero de terapias alternativas no SUS incluindo a arteterapia, ayurveda,
danca circular, meditacdo, musicoterapia, naturopatia, osteopatia, quiropraxia,
reflexoterapia, reiki, shantala, terapia comunitaria integrativa e yoga. (BRASIL,
2017a).

E importante salientar que a implantacdo dessas préaticas integrativas, promove
prevencdo e cura de doengas, favorece o entendimento das pessoas de diferentes
culturas, facilita e enriquece diversos espagos de relagao interpessoais e fortalece a
criacdo de uma identidade prépria. (BRASIL, 2017a).
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Estudo demostra que 80% da populacdo mundial que utiliza produtos a base
de plantas medicinais nos seus cuidados com a saude, buscam essa alternativa por
estarem distantes dos centros de saude ou por ndo possuirem condigdes financeira,

para adquirir os medicamentos prescritos (VEIGA JUNIOR, 2012).

O uso de plantas medicinais e da fitoterapia, demanda uma necessidade de
mais estudos para substanciar seu uso correto, recomendando o desenvolvimento de
protocolos para avaliar a eficacia e seguranca das plantas medicinais e dos
fitoterapicos. (AMERI et al., 2015).

3.3 Borreria verticillata (L.) G. Mey.

A familia Rubiaceae compreende uma das maiores familias de angiospermas.
No Brasil, esta familia inclui cerca de 130 géneros e 1500 espécies, sendo atualmente
classificada em trés subfamilias e mais de 43 tribos. O género Borreria compreende
cerca de 250-300 espécies distribuidas nas regides tropicais e subtropicais.
(CONSERVA; FERREIRA, 2012).

Figura 2. Espécie vegetal Borreria verticillata (L.) G. Mey
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No Brasil a espécie vegetal Borreria verticillata (L.) G. Mey. (Figura 2) é
popularmente conhecida como vassourinha de botao, poaia, poaia preta, poaia miuda
e corddo-de-frade (FERREIRA JUNIOR, et al, 2012). Tem sido usada como remédio
para tratar diabetes, emese, dermatoses, reumatismos, infeccées e como antipirético
e analgésico (VIEIRA et al., 1999; PEREIRA et al., 2005; FERREIRA; ROSA, 2009).

Trabalhos demonstraram que Borreria verticillata (L.) G. Mey. apresentou
atividade biolégica antimalérica frente Plasmodium falciparum (DETHE; ERANDE;
RANJAN, 2013); atividade anti-inflamatéria, analgésica periférica e central
(ABUDULLAHI-GERO et al., 2014a); antioxidante (ABUDULLAHI- GERO et al.,
2014b) e hepatoprotetora (MURTALA et al., 2015; SILVA, et al., 2017).

Segundo Neto et al (2002), o extrato metandlico das raizes de Borreria
verticillata (L.) G. Mey. apresentou atividade biolégica contra 6 diferentes tipos de
cepas de Pseudomonas aeruginosas com zona de inibicdo entre 10-18mm. A
atividade antibacteriana contra Sarcinalutea (MIC 3.0 pg/mL), Vibrio cholerae (MIC
12.5 pg/mL) e Staphyloccocus aureus (MIC 100 pg/mL) foi atribuido ao alcaldide
borreverina, (MAYNART et al., 1980).

Na identificacdo da Borreria verticillata (L.) G. Mey, foram encontrados
alcaloides: borrerina, borreverina, isoborrevina (POUSSET et al., 1973; BALDE et al.,
1991), emetina, espermacoceina (BALDE et al., 1991) deacetil-asperulosideo, acido
deacetil-asperulosidico, metil-deacetil-asperulosideo (SAINTY et al., 1981); no extrato
metandlico das raizes os alcaloides indélicos verticilatina A e verticilatina B e o
irridéide 6-O-acetilescandosideo (VIEIRA et al 1999), no extrato metanélico das flores
os irriddides, borreriagenina, asperulosideo e dafilosideo. (MOREIRA et al. 2010) os
terpenos campesterol, 3-sitosterol, estigmasterol (DELAVEAU; JACCQUEMIN, 1976),
guaiaeno (BENJAMIN, 1980), e acido asperulosédico (BEVER et al., 1983;
OGUNWANDE et al. 2010).

O composto metil-deacetil-asperulosideo, possui efeitos anti-inflamatérios via
fator nuclear kappa B (NF-kB) e proteinas quinases ativadas por mitégeno (MAPK)
inibindo significativamente os niveis de TNF-a, IL-18 e IL-6 in vitro e in vivo, 0 edema
pulmonar e atividade da mieloperoxidase (MPO) (QIU et al., 2016). Além disso,

terpenos como o cariofileno apresentam atividade anti-inflamatéria por interferir na
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migracao de neutrdfilos, reduz a producao de TNF-a, a expressao de COX-2, iINOS e
IL-18 e atividade analgésica por ser agonista dos receptores canabindides (CB2)
(FERNANDES et al., 2007; PAULA-FREIRE et al., 2014).

3.MODELOS EXPERIMENTAIS

Modelos animais de OA estdo sendo desenvolvidos para melhorar nossa
compreensao dos mecanismos da dor relacionados a OA e definir novos alvos

farmacolégicos para a terapia (PITCHER et al., 2016)

De forma geral, os modelos experimentais para estudo de osteoartrite podem
ser classificados em: espontaneos, cirdrgicos, genéticos e quimicos, cada qual
englobando aspectos Unicos da osteoartrite de forma simples ou combinada, mas
nunca em toda a complexidade da osteoartrite humana (AMEYE e YOUNG, 2006).

Os modelos experimentais espontaneos de osteoartrite ocorrem naturalmente
em algumas espécies animais, mas podem ser feitos também através da criagdo de
modelos transgénicos, introduzindo mutagdes no colageno tipo Il (SAAMANEN et al.,
2000). Por terem evolugéo progressiva e nao envolverem interferéncia na articulagao,

eles expressam as modificacoes mais semelhantes a osteoartrite humana.

No entanto, as alteragbes articulares tém evolucao bastante lenta, o que acaba
prolongando o tempo de estudo da patogénese da doenca e dos efeitos de drogas
testadas (BENDELE et al., 1991; THIAGO, 2018).

Os modelos cirurgicos também sao bastante utilizados por terem resultados
previsiveis e de rapida instalagdo. Estes podem se dar por meio de lesdes cirurgicas
que produzem instabilidade na proépria articulagdo como meniscectomia (UCHII et al.,
2010), lesbes através da resseccado do ligamento cruzado anterior (TEEPLE et al.,
2011), combinagédo de ambas as lesdes na mesma articulacdo (FERLAND et al., 2011)
ou lesdes diretas na prépria cartilagem (THOMPSON et al., 1991).

Como uma das articulagdes mais usadas nestes modelos é o joelho, um dos
obstaculos para analise dos resultados € a distribuicdo da carga articular. Como
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demonstrado por BENDELE e HULMAN (1988) animais que distribuem seu peso,
predominantemente, sobre a porcdo medial da cartilagem articular do joelho, terdo
lesbes mais severas nessa localizagao, apds uma meniscectomia medial e vice-versa.
(CAKE et al., 2005).

Assim como os modelos cirurgicos, os modelos experimentais quimicos de
osteoartrite também apresentam resultados de rapida instalagdo. A osteoartrite
durante muito tempo, foi induzida por substéncias quimicas de maneira sistémica
como no uso do adjuvante de Freund, aplicado por via intradérmica na cauda do rato
(AWOUTERS et al., 1976) ou na planta do membro pélvico (STEIN, MILLAN e HERT,
1988).

Entretanto, esse quadro sistémico, além de levar a poliartrite generalizada, esta
associado a piora do estado geral do animal dificultando seu manuseio por muito
tempo. Por causarem alteragdes por vezes bastante agressivas, sdo modelos ideais
para o estudo de osteoartrite secundaria, que possui uma evolugdo bem mais
acelerada que a osteoartrite primaria de evolucao progressiva e lenta. Ha também
outras substancias utilizadas com este propdsito como a colagenase (LEE et al.,
2009), quinolona (BENDELE, 2001) e papaina (NEUGEBAUER et al., 2007).

Atualmente, um dos modelos quimicos de osteoartrite mais utilizados é o
monoiodoacetato de sddio (MIA), um inibidor de atividade da gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase e da glicélise que induz a morte dos condrocitos. A injecédo intra-
articular de MIA leva a destruicao de condrécitos em roedores e nao roedores. Quando
usado em roedores, 0 modelo apresenta lesbes da cartilagem com perda matriz
proteoglicana e alteragcbes da funcdo, com rigidez articular similares aquelas
observadas na osteoartrite humana (SCHUELERT e MCDOUGALL, 2009).

Na cartilagem articular, a necrose dos condrdcitos leva a destruicao desta com
erosao e exposicao do osso subcondral que, em uma fase mais avancada da doenca,
ird responder com remodelagédo 6ssea, esclerose e formacao osteofitaria (GUZMAN
et al., 2003). Este modelo de lesao de artrite por monoiodoacetato de sédio foi descrito
por Kalbhen ha 30 anos (COMBE, BRAMWELL e FIELD, 2004, PITCHER et al., 2016).
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Ainda estudando o modelo de osteoatrite induzida por MIA, alguns trabalhos
surgiram avaliando o comportamento doloroso dos animais (PITCHER et al 2016), o
modelo experimental escolhido para este estudo, além da Dor, avaliara parametros
como: avaliacdo de atividade motora/deambulacdo forcada (RotaRod Test)
(MONVILLE;et al, 2006); quantificacdo de dor espontanea e avaliacdo da alodinia
mecanica (Von Frey Test) (SILVA, 2009); teste de incapacidade/ distribuicao do peso
nas patas traseiras (Weight Bearing); (SCOTT et al., 1994); hiperalgesia mecanica
(Randall Selitto Test) (RANDALL, SELITTO, 1957; NOGUEIRA et al, 2012).
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4. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar os efeitos analgésicos de Borreria verticillata (L.) G. Mey. em modelo

experimental de osteoartrite em joelhos de ratos.

2.2 Especificos

v' Avaliar os efeitos da Borreria verticillata (L.) G. Mey. na alondinia

v

v

mecanica e hiperalgesia primaria através de testes comportamentais
clinicos;

Avaliar o grau de incapacitancia articular, através de parametros
comportamentais clinicos;

Verificar o efeito de Borreria verticillata (L.) G. Mey. sobre as alteragdes

radioldgicas articulares.
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Resumo

A dor na osteoartrite (OA) causa incapacidade e comprometimento funcional da
articulacao afetada, sendo seu manejo considerado um grande desafio. Na busca de
novas terapias surge a Borreria verticillata (L.) G. Mey. (BV), popularmente conhecida
como vassourinha de bot&o, cujas propriedades anti-inflamatérias e antinociceptivas
sao cientificamente comprovadas, considerada um potencial para terapia analgésica
da osteoartrite. A OA nao possui cura e tem apresentado um impacto direto na
economia em decorréncia dos elevados gastos publicos com medicamentos e
cuidados hospitalares. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito terapéutico do
extrato hidroetanélico bruto (EHBvV) e fracao acetato de etila (FAc) de BV em modelo
experimental de OA em joelhos de ratos. Os animais foram distribuidos em sete
grupos com 6 animais cada. Em seis grupos (Salina, Melox, EHBv, FAc 5mg, FAc
2,5mg, AU 10mg) foi induzida OA com uma unica injegdo intra-articular de
Monoiodoacetato de sddio(MIA) no joelho direito e o sétimo grupo (sem OA), controle
NAIVE. A partir do 3° dia apds inducao, os animais foram tratados até o 28° dia, via
oral (por gavagem) com extrato e fragcbes de BV nas seguintes doses: EHBv
500mg/kg/dia, FAc 5mg/kg/dia, FAc 2,5mg/kg/dia e AU 10mg/Kg/dia e Meloxican
0,2mg/kg/dia, salina (0,1ml/Kg). Para avaliagdo clinica comportamentais utilizou-se os
parametros: atividade motora/deambulacao forcada, quantificacao de dor espontanea
e avaliacao da alodinia mecanica; analise da incapacitancia/ distribuicdo do peso nas
patas traseiras e hiperalgesia mecanica. O estudo farmacoldégico atenuou
significativamente as manifestacbes comportamentais de dor nos animais tratados
com o extrato e suas fragdbes, em comparagcdo com o grupo salina (0,1ml/Kg)
sugerindo uma acgéo analgésica da BV. A Borreria verticillata (L.) G. Mey. revela ser
um composto promissor para o desenvolvimento de farmacos utilizados para
analgesia no tratamento de Osteoartrite, podendo ser Uteis no tratamento de
diferentes tipos de dores e como adjuvantes para medicamentos convencionais.

Palavras-chaves: Borreria verticillata. Osteoartrite. Analgésico, Ratos Wistar
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Introducao

Atualmente, os anti-inflamatérios sdo uma classe de medicamentos muito
utilizados em diferentes tipos de patologias infecciosas ou ndo. Entretanto, muitos
deles apresentam efeitos colaterais consideraveis, levando a diminuicdo da sua
utilizagéo clinica. Sendo assim, a busca por tratamentos alternativos aos tratamentos
convencionais € necessdria e vem sendo um grande estimulo para o desenvolvimento
de medicamentos fitoterapicos que possam ser utilizados em processos inflamatérios
de diferentes etiologias (Appleton, 1997; Shukla et al., 2010; Rodrigues, 2012; Alves,
2017).

A dor é um problema de saude com implicagdes socioeconémicas, considerada
uma das principais causas de busca por atencdo médica (Salter, 2014). A prevaléncia
na populacdo mundial é estimada entre 1,5% e 8%, aproximadamente entre 100 a
560 milhdes de pessoas em todo o mundo (Alles & Smith, 2018).

Biologicamente, a lesado tecidual gera uma sensacgéo subjetiva de dor, pois 0s
mediadores quimicos liberados na articulagédo pela inflamacao sensibilizam os nervos
aferentes primarios através de estimulos nociceptivos intensos e persistentes levando
a um quadro algico espontaneo e a hipersensibilidade mecanica secundaria por
estimulos neuronais no corno posterior da medula espinhal e/ou nos centros
superiores (HUNDER DJ et al., 2008), através de uma regulacdo ascendente
(O'NEILL S et al., 2007) até o tronco, talamo e cortex cerebral (HUNDER DJ et al.,
2008) produzindo alteragbes funcionais, chamadas de neuroplasticidade neural
através de alteragbes em canais ibnicos ou receptores na distribuicdo de
neurotransmissores e neuromoduladores cerebrais (Woolf CJ;Mw., 2000; Staud R et
al., 2007).

A Osteoartrite (OA) estd entre as doencas Crénicas, definido pelo Colégio
Americano de Reumatologia (ACR) como um grupo heterogéneo de condicbes que
induzem sinais e sintomas articulares dolorosos associados a defeitos na integridade
da cartilagem articular em associacdo a alteracdes relacionadas ao tecido 6sseo
situado na margem articular (Ximenes, et al 2009).
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Avancos no entendimento da fisiopatologia da OA tém permitido um aumento
consideravel nos alvos terapéuticos e algumas medicagdes tém sido associadas a
diminuigdo da progressao das lesdes cartilaginosas, com redugcdo da remodelagéo
Ossea subcondral (Kwan, et al., 2010). Estes dados também foram vistos por Rezende
et al, 2013.

Considerando os fatores que colaboram para os mecanismos da dor, além do
uso de plantas medicinais como alternativa terapéutica, este trabalho objetivou avaliar
a atividade analgésica do extrato hidroetandlico e fracao acetato de etila de Borreria
verticillata (L.) G. Mey. em ratos com osteoartrite induzida por MIA.

Materiais e Métodos

Material Botanico

Foram utilizadas partes aéreas de Borreria verticillata (L.) G. Mey., coletadas
na cidade de Sao José de Ribamar, Maranhao, localizado na Regiao Nordeste do
Brasil, situado a 11 metros de altitude, Latitude 02° 33' 47" Sul e Longitude 44° 03' 45"
Oeste; em janeiro de 2016 e catalogadas no Herbario do Maranhdo (MAR) da
Universidade Federal do Maranhao sob o nimero 5151.

Obtencao do extrato hidroetandlico (EHBvV) e fracao acetato de etila(FAc)

As partes aéreas de Borreria verticillata (L.) G. Mey. foram secas em estufa
com circulacao de ar a 38°C, seguida de trituragdo em moinho de facas, obtendo-se
0 p6 moderadamente grosso (tamanho inferior a 710 um e superior a 250 um).

O pd obtido foi dividido em duas partes. A primeira parte foi macerada e
remacerado com alcool etilico 70% durante cinco dias sob agitagdo ocasional, sendo
este processo repetido trés vezes, filtrado, particionado com diclorometano (1:1, v/v)
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e concentrado em evaporador rotativo sob pressao reduzida a 40°C, obtendo-se o
extrato hidroetandlico de Borreria verticillata (L.) G. Mey. (Simdes et al., 2000)

A segunda parte foi macerada com etanol 95% por 72 horas, sendo este
processo repetido quatro vezes. A solugao extrativa resultante foi concentrada em
evaporador rotativo sob pressdo reduzida a 40°C. Posteriormente, foi dissolvido
metanol: agua (7:3 v/v) durante 60 minutos sob agitagcdo mecanica, particionada com
hexano, cloroférmio e acetato de etila (g.s.p) em ampola de separacéo, filirada sob
pressao reduzida com sulfato de sodio anidro (Na2S0O4) e concentrada em
evaporador rotativo para obtencéo da fracéo acetato de etila (FAc). Estudo realizado
por Silva, 2017, demostrou por meio High-Performance Liquid Chromatography with
Ultraviolet-Visible Detector (HPLC UV/Vis) e Gas Chromatography—Mass
Spectrometry (GC-MS), a FAc ser a mais pura e por meio de estudo in silico,

apresentar atividade de interagdo com a COX e receptors NMDA, ambos relacionados

com a dor.
( Partes a¢reas pulverizadas ]
a N\ 7 A
Macerado etanol 70% i ) Macerado etanol 95%
Concentracao em rotaevaporador Concentragao em rotaevaporador
\ )/ \ N )/

Hexano, cloroformio ¢ acetato

Extrato hidroalcodlico (EHBv) de etila

Fragao acetato de etila (FAc)

Figura 3 Fluxo de obtengéo do Extrato Hidroalcodlico de Borreria verticillata
(EHBV) e Fracao de Acetato de etila (FAc)
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Grupos experimentais

Ap6és o terceiro dia da inducéo, 30 animais (5 grupos com N=6) foram tratados
com um protocolo analgésico/ anti-inflamatério, os 12 animais restantes, foram

tratados com placebo (SALINA) da seguinte forma:

O grupo (SALINA) recebeu doses de 0,1ml/Kg de NaCl 0.9%, o grupo
(Meloxican) recebeu doses de 0,2 mg/Kg de Meloxican, o grupo (AU) recebeu doses
de 10 mg/Kg de acido ursdlico, o grupo (FAc) receberam doses 2,5 mg/kg (FAc 2,5) e
5 mg/Kg (FAc 5) da fracao acetado de etila de Borreria verticillata (L.) G. Mey., o grupo
(EHBvV) recebeu doses de 500 mg/Kg de extrato hidroetandlico de Borreria verticillata
(L.) G. Mey. e o grupo (SADIO) sem indugao recebeu doses de 0,1ml/Kg de NaCl
0.9%. A cada 7 dias (D7, D14, D21), a partir do dia da indugdo (D0), os animais
passam por avaliagao clinica até o 28° dia (D28).

O protocolo de tratamento foi realizado por administragéao diaria por gavagem

(via oral), em dose unica, entre 9 e 10 horas por um periodo de 25 dias apds indugéo.

A dose de meloxicam (0,2mg/kg) foi escolhida considerando a dose equivalente
humana (HED = 0,162 x 0,2 mg/kg) (Nair & Jacob, 2016), determinada tendo em
consideragao os dados toxicoldgicos que indicam 0,2 mg/ kg como o “Nivel sem efeito”
no sistema gastrointestinal e nos rins (Relatério de sintese, Comité dos Medicamentos
Veterinarios, Agéncia Europeia de Avaliacdo dos Medicinal Products, Meloxicam,)
(Nagy et al., 2017).

O Acido Ursolico foi escolhido como controle positivo da fragdo acetato de etila,
considerando o estudo de Silva (2017), obteve resultados através de testes in silico,
nos quais demonstraram que, dos compostos identificados na fracdo acetato de etila,
o &cido ursélico € o principal componente ativo, apresentando interacées relevantes

com aminodcidos do local ativo da COX-2 e do receptor NMDA.
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Estudos bioldgicos in vivo Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar, espécie Rattus norvegicus, adultos,
machos com peso 200-300g obtidos do Biotério Central da Universidade Federal do
Maranhao (UFMA). Os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Maranhao (UFMA) parecer n°17,
sob o protocolo n°® 23115013422/2016-29.

Modelo OA induzido por Monoiodo Acetato de Sédio (MIA)

Para a inducdo da OA, os animais foram anestesiados através de inalacédo de
isoflurano 1%. Apds a certificagdo do plano anestésico, foi realizada uma tricotomia
no joelho direito e, posteriormente, uma solucao topica de iodopovidona a 10% foi
aplicada para assepsia local. Uma les&o articular foi induzida por uma unica injegao
intra-articular de 2 mg de MIA (diluido em um volume maximo de 25 pL) no joelho
direito através do ligamento patelar (adaptado de Fernihough, et al., 2004; Silva,
Andersen e Tufik, 2008; Silva et al., 2008; Pitcher et al., 2016)

O desenho experimental foi projetado e executado em conformidade com as
diretrizes da ARRIVE (Kilkenny et al., 2010). As principais fases, distribuicao dos
grupos, 0 momento das intervencdes e os pontos de verificacdo do experimento estao
resumidos em um fluxograma abaixo (Figura 4 € 5).
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Figura 4 Representacao do fluxograma de distribuicdo dos grupos do desenho

experimental

DO D7 D14 D21

D28

® Dias de adaptacéo nos aparelhos
Dia da indu¢ao com MIA

Dias de avalia¢éo clinica
@ Dia da Eutanasia

Coleta de amostras

Raio X

Figura 5 Esquema representativo da linha do tempo do desenho experimental
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Analise clinica comportamental
Avaliacao de Atividade Motora/Deambulacao Forcada (RotaRod Test)

Os animais foram colocados no equipamento rotarod (modelo IITC Life
Science, Califérnia, Estados Unidos) na velocidade de 16 rpm por um periodo de
tempo de 300 segundos. Foi avaliado de acordo com a escala numérica, a
deambulacao forgcada o uso ou ndo do membro afetado. O uso da pata foi graduado
de 5 a 1, em que: 5= uso normal do membro; 4= claudicacéo leve; 3= claudicagéao
grave; 2= intermitente desuso da pata afetada; 1= completo desuso da pata afetada
(Monville; Torres; Dunnett, 2006).

Teste de Incapacitancia/ Distribuicao do Peso nas patas traseiras (Weight
Bearing)

Os animais foram colocados em uma camara de vidro angulada e posicionados,
de modo que cada pata traseira repouse sobre plataformas diferentes. O peso
exercido sobre cada pata traseira (mensurado em gramas) foi avaliado em um periodo
de cinco segundos. A afericao final da distribuicdo do peso foi dada por uma média de
trés afericbes (Scott et al., 1994).

DP (%) = Peso P.D. x 100
Peso P.D. + Peso P.E

Hiperalgesia Mecanica (Randall Selitto Test)

A hiperalgesia mecanica foi avaliada através do limiar nociceptivo de retirada
da pata a uma pressdao mecanica, utilizando um analgesimetro (modelo IITC Life
Science, Califérnia, Estados Unidos). Um dispositivo em forma de cunha (area de
1,75mm?) foi aplicado a superficie dorsal das patas traseiras com uma pressao linear
crescente até o animal produzir uma resposta caracterizada pela retirada da pata.
Foram realizadas trés afericbes nas patas ipsilateral e contralateral. Um limiar de corte
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de 250 g foi programado para evitar danos aos tecidos. O reflexo de retirada da pata
é considerado representativo do limiar hipernociceptivo. O limiar nociceptivo de
retirada da pata (LNRP) foi registrado em gramas e definido como o percentual para
provocar uma retirada da pata ipsilateral afetada (Randall, Selitto, 1957; Nogueira et
al, 2012).

Limiar de Retirada (%) = LRPD x 100
LRPD + LRPE

Quantificacao de dor espontanea e avaliacao da alodinia mecéanica (Von
Frey Test)

Os animais foram colocados em uma plataforma elevada dentro de caixas de
plastico transparentes, adequadas para a avaliagcdo do comportamento do animal.
Uma das caracteristicas da nocicep¢ao espontanea gerada pelo processo inflamatorio
na articulagéo do joelho é a postura em flexdo do membro lesado. O ato de protecao
do animal apés a flexao do membro foi classificado em graus, de acordo com a escala
comportamental de dor subjetiva (0-5), onde 0-normal, 1- dedos retraidos, 2- pé em
eversao, 3- suporte parcial do peso, 4- sem suporte de peso e protegcdo do membro,
5-sem contato algum do membro no solo. (Silva, 2009).

Para avaliagdo da alodinia mecénica foi utilizado filamento de Von Frey. Os
animais foram colocados em caixas individuais de acrilico transparente sobre
plataforma elevadas para permitir acesso a parte inferior dos seus corpos, sendo que
estas plataformas possuem orificios de tamanhos adequados apenas para o acesso
do filamento de Von Frey. Ao tocar o flamento na parte medial da superficie plantar
das patas posteriores do animal, forca-se o filamento sobre a pata somente até que
ele se encurve, retirando esse contato em seguida. A resposta da frequéncia de
retirada da pata ao estimulo com filamento serd medida em 10 aplicagbes com
duracao de 1 segundo cada, realizado sempre pelo mesmo avaliador. A frequéncia de
retirada sera determinada antes da inducao da resposta inflamatéria (resposta basal)
para obter dados referentes a resposta normal dos animais e apés a inje¢cdo de MIA
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(resposta inflamatéria), sendo observada no decorrer de todos os dias de experimento
(Silva, 2009).

Limiar de Retirada (%) = LRPD x 100
LRPD + LRPE

Avaliacao radiografica

As radiografias dos joelhos dos animais foram obtidas através de aparelho de
Raios X utilizados para radiografias em hospitais. As radiografias foram impressas por
impressoras especifica para peliculas de Raio X, na versdo normal e negativa de

acordo com as normas do fabricante.

Analise estatistica

A comparagao das médias dos diferentes grupos experimentais foi realizada
pela andlise de variancia univariada (One-way ANOVA), seguida pelo teste de
Newman-Keuls com p<0,05. Os dados foram analisados por meio do programa Graph

PadPrism 7, utilizando-se a média * erro padréo.

Resultados

Avaliacao de Atividade Motora/Deambulacao Forcada (Rota Rod Test)

Sete dias apds a injegdo de MIA, os animais apresentaram diminui¢do no
escore de marcha de deambulacdo forgcada, conforme esperado devido o
estabelecimento do processo inflamatério. A partir do 14° dia de tratamento foi
observada uma evolugédo progressiva e positiva, em todos os grupos, demostrando
que o tratamento com o EHBv 500mg e FAc 2,5 mg causou uma significativa melhora
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na atividade motora quando comparado ao grupo salina, mantendo-se até o dia 28.
Evidencia-se que o grupo EHBv 500mg e o grupo tratado com Meloxican ao final do
tratamento apresentaram um resultado semelhante, sugerindo que o EHBV tem efeito
potencial semelhante a este referido farmaco (Figura 4).
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Figura 6- Avaliacdo da atividade motora dos animais com osteoartrite e tratados com
Extrato e fracao de Borreria verticillata (L.) G. Mey.

Teste de Incapacitancia/ Distribuicdao do Peso nas patas traseiras (Weight
Bearing)

Os animais apresentaram diminuigdo da distribuicdo de peso entre as patas,
apds a injecao de MIA, caracterizando a incapacitancia decorrente da osteoartrite
induzida. Esta diminuicao ocorreu em todos 0s grupos experimentais no sétimo dia,
exceto o grupo sadio, demonstrando eficacia do método de indugéo de osteoartrite
por monoiodoacetato de sédio. Nos dias 14, 21 e 28 apds a inducédo, 0s grupos
tratados (EHBv 500mg/Kg, FAc 5 mg/ Kg, FAc 2,5 mg/ Kg, AU 10 mg/ Kg, Meloxicam
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DOSE) tiveram melhora significativa na incapacitancia, e diferiram significativamente

do grupo salina (Figura 5)
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Figura 7- Avaliacdo de incapacitancia animais com osteoartrite e tratados com Extrato
e fragdo de Borreria verticillata (L.) G. Mey.

Hiperalgesia Mecanica (Randall Selitto Test)

Os animais apresentaram diminui¢cao do limiar nociceptivo de retirada da pata
também no sétimo dia apds a injecao de MIA. Esta diminuicdo ocorreu em todos os
grupos tratados com EHBv 500mg, FAc 2,5mg e 5,0mg além dos grupos AU e
Meloxicam. No décimo quarto dia de experimento, o grupos tratado com EHBV foi
estatisticamente diferente do grupo tratado com salina(p=0.0001) os demais grupos
apresentaram aumento no limiar nociceptivo de modo estatisticamente significante a
partir do 21 dia de tratamento. Tal melhora se traduz como melhora na hiperalgesia
mecanica (Figura 6)
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Figura 8- Avaliacao da hiperalgesia mecéanica dos animais com osteoartrite e tratados
com extrato e fracdo de Borreria verticillata (L.) G. Mey..

Quantificacdo de dor espontanea e avaliacdo da alodinia mecanica (Von
Frey Test)

A partir da analise quantitativa da alodinia mecéanica, observou-se que no
sétimo de tratamento o grupo salina teve diminuicdo maxima de sensibilidade o que
demonstrou a efetiva indugcdo do processo osteoatritico quando colacionamos ao
grupo de animais sadios. No dia 14 o EHBv foi estatisticamente diferente da salina
sugerindo uma melhora devido o tratamento com o extrato (p=0.2557), melhora que
se observa até o final do tratamento. Essa melhora também pode ser observada com
a FAc 2,5mg e 5mg a partir do dia 21 quando comparada com a salina (p=>0.9999)
respectivamente. O &cido ursélico apresentou cinética de efeito semelhante as

fracdes, sendo estatisticamente diferente da salina a parti do dia 21.
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Figura 9 - Avaliagédo da sensibilidade tatil dos animais com osteoartrite e tratados com
extrato e fracdo de Borreria verticillata (L.) G. Mey.

Parametros radiolégicos

As analises radiograficas dos joelhos dos ratos mostraram diferengas nos graus
de acordo com o sistema de Kellgren e Lawrence, conforme indicados no Figura 10.
Os animais sadios (Grupo SALINA) apresentaram-se normais. O grupo EHBv 500mg
ja apresentou grau 2,8+0,37, caracterizando modificagdo nos osteoéfitos e possivel
deformidade articular. O grupo FAc 2,5mg demonstrou um resultado semelhante, com
grau 2,8+0,49.

Os grupos FAc 5mg e grupos AU apresentaram grau 2,4+0,24, o que
caracteriza a presenca de osteofitos definitivos, e estreitamento ausente ou
questionavel do espago articular. O grupo SALINA ja mostra um grau mais elevado
(3,0+0,32), indicando ostedfitos moderados, estreitamento definitivo, alguma
esclerose, possivel deformidade articular. J& o grupo Meloxican, nosso controle

positivo, indica o menor grau radiolégico de osteortrose (1,6+0,24).
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Grau

Figura 10- Graus radiografico de ratos tratados com fragbes e extratos de Borreria
verticillata (L.) G. Mey. Os valores estao indicados em médias + S.E.M (n=6).

Discussao

Os animais por ndo possuirem a capacidade de comunicar verbalmente a
ocorréncia de dor, quando submetidos a um estimulo reconhecidamente nociceptivo,
eles expressam através de respostas comportamentais, motoras e fisiolégicas. A partir
da avaliacao desses parametros podemos inferir que um animal esta experimentando
uma resposta analgésica. Partindo desse pressuposto (Silva,2017), a atividade
farmacolégica do extrato hidroetandlico bruto e fragdo acetato de etila da Borreria
verticillata (L.) G. Mey. apresenta efeito analgésico (Bejamin, 1979; Fernandes, 2007;
Conserva, et al., 2012; Abdullahi-Gero et al., Silva, 2017).

Ao longo do desenvolvimento do desenho experimental, observou-se uma

melhora dos sinais de dor com o0 aumento do limiar nociceptivo periférico através dos
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testes de Vonfrey, rotarod e Weight Bering. Para os testes de atividade motora e
deambulagéao forgada (Figura 4), alodinia mecénica e incapacidade funcional o extrato
e a fracdo apresentaram melhora da nocicepgéo, principalmente na fase aguda da
inflamacao através da melhora do escore de marcha, do aumento tatil sensitivo e da

distribuicdo da descarga de peso nas patas traseiras.

Apés a fase de controle de reagao inflamatdria principalmente na fase aguda
(7 dias de pds-operatorio), foi observado nos animas nao tratados uma caminhada
regular no teste de deambulacao forcada (Figura 4). Silva (2018), sugere que, tal
comportamento seja uma readaptacdo do animal para disfargar a dor, como
mecanismos de defesa para enfrentar os predadores. Corroborando com o teste de
Incapacitancia / Distribuicao do Peso nas patas traseira, tiveram resultados diferentes
entre 0 peso das patas, a pata induzida com menor valor comparado a pata livre de
inducédo, levando a concluir que houve sobrecarga na pata sem inducéo (Pelletier,
2004; Monville, 2016; Felland, 2011; Felson, 2013).

No estudo de Vidotto (2013), o grupo com sete dias de pds operatério
apresentou a proliferacdo de tecido fibroso no joelho. Essa formacédo de
fibrocartilagem na articulacdo pode ocasionar alteragdes biomecanicas e funcionais
que podem causar um ajuste postural através de um reflexo de protecao ao joelho
lesionado, suportando menos peso, mantendo a articulagdo em flexao para minimizar
a dor (kaufman et al., 2001), levando a uma marcha claudicante como demostrado

nos resultados da pesquisa.

Esses estudos reforcam a similaridade da medicagdo com a espécie vegetal,
sugerindo que o extrato de etanol e a fracao acetato de etila da Borreria verticillata
(L.) G. Mey. tem um efeito similar ao meloxicam, atuando possivelmente na fase
aguda da inflamagéao através da inibi¢gdo do ciclo da COX-2 no acido araquidénico, o
que pode levar a uma possivel diminuicdo da dor e da degeneracado da cartilagem
articular através da reducdo da nocicepcado primaria, edema e moléculas pro-
inflamatérias (Roughan JV et al., 2016), como demostrado nos indices de melhora
através dos testes de alodinia mecanica e incapacidade funcional. A inibicdo da COX
2 também ja foi evidenciada em estudos desenvolvidos por Silva (2017).
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O aparecimento de sinais radiolégicos de osteartrite pode ser importante para
validar o método. Este estudo em fase crbnica mostrou sinais de degeneracéo
articular, estreitamento do espaco articular, esclerose dssea, ostedfitos em todos os
grupos de animais. Entretanto, os grupos tratados com FAc 5mg/Kg apresentaram
melhora significativa em relacdo aos grupos. (Silva, 2017; Silva, T, 2018)

Comparando as alteragbes de monoiodoacetato de sdédio causadas na
cartilagem ratos com cartilagem humana, nas imagens radiolégicas, corroboram com
resultados encontradas em outros estudos, afirmando que o modelo experimental
utilizado é um instrumento importante para o estudo de novas substancias que podem
ser utilizadas em seres humanos (Pelletier, 2004; Guzman, 2003; Combre, 2004;
Kashyap, 2016; Moraes, 2016).

Este estudo corrobora com os achado de Silva (2017) que nos tratamentos com
EHBv, FAc 25 e 50 o efeito antinociceptivo pode ser predominantemente atribuido a
acoes periféricas, incluindo a participagdo de componentes antiinflamatérios. O acido
ursélico é o principal componente ativo e parece ser uma fonte promissora de
inibidores da COX-2 e antagonistas do receptor de NMDA e portanto utilizado aqui
neste estudo como parametro positivo (Ma, 2014; Silva, 2017).

Portanto, mensurar a dor do ponto de vista sensorial e perceptivo em conjunto
em experimentos com animais é extremamente importante, pois o estimulo doloroso
néao pode ser considerando somente em sua magnitude como uma simples dimensao
univariavel e unitaria variando em qualidade e intensidade sensoriais e também nao
pode ser considerada somente do ponto de vista da percepcao como uma experiéncia
multidimensional (Da Silva JA; Ribeiro-Filho, 2011), logo, a melhor compreensao dos
mecanismos envolvidos na gera¢do, modulagcédo, amplificacdo e perpetuacao da dor,
assim como sua inibicao, como possivelmente ocorreram no estudo, desempenham
um papel importante na determinacao do melhor esquema terapéutico para OAJ, nao
s6 do ponto de vista de seu controle sintoméatico, mas dos mecanismos

fisiopatoldgicos envolvidos melhorando a dor, a fun¢do e qualidade de vida.

Este estudo teve como limitacdo avaliar a dor somente do ponto de vista
periférico e de sua percepcdo, sugere-se que sejam realizados novos estudos
avaliando o componente central da dor na Osteoartrite de Joelho seriam importantes,
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pois, diante do exposto, os resultados comprovam a acao antinociceptiva e analgésica
do EHBv e da fracdo de acetato de etila no quadro doloroso da osteoartrite, porém,
outras investigacdes farmacoldgicas sdo necessarias para se sugerir se existem

outros o(s) mecanismo(s) da agao antinociceptiva nesta condicao cronica debilitante.
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6. CONCLUSAO

v' O extrato produziu melhoras significativas em todos os parametros clinicos
avaliados, com aumento no limiar nociceptivo, reduzindo a hiperalgesia
mecanica;

v" Produziu aumento da atividade motora e reducao da incapacitancia;

v A espécie Borreria verticillata para o tratamento de Osteoartrite, revela ser um
composto promissor para o desenvolvimento de farmacos utilizados para

analgesia.
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