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RESUMO

A osteoartrite (OA) € uma doenca osteoarticular crénico-degenerativa, caracterizada
por degradacdo progressiva da cartilagem articular, associada a inadequada
reparacgédo tecidual e inflamacgéo. O tratamento com os farmacos padrdes € bastante
oneroso, e associado aos efeitos adversos em virtude do uso prolongado destes
medicamentos aumenta a necessidade pela busca por novas opcoes terapéuticas, e
entre elas, compostos quimicos extraidos de plantas apresentam-se como alternativa
promissora. Dentre estes componentes, destaca-se o carvacrol, que possui inimeras
propriedades bioldgicas ja descritas na literatura. O objetivo deste trabalho foi avaliar
a atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria do carvacrol em modelo experimental
de osteoartrite em ratas. Para execucédo deste estudo foram utilizadas 35 ratas da
espécie Rattus norvegicus (variedade albinus) da linhagem Wistar, adultas (60 dias
de idade), as quais foram distribuidas em sete grupos, a saber: Grupo Saudavel,
Grupo Sham; Grupo Controle Negativo: com inducdo da OA e sem tratamento; Grupo
carvacrol 20mg: com inducéo da OA e tratados com carvacarol 20 mg/kg, 1x ao dia;
Grupo carvacrol 40mg: com inducdo da OA e tratados com carvacarol 40 mg/kg, 1x
ao dia; Grupo Associacdo: com inducao da OA e tratados com associacao de carvacrol
10 mg/kg + indometacina 1,25 mg/kg; Grupo Indometacina (Controle Positivo): com
inducdo da OA animais e tratados com Indometacina 2,5 mg/kg, 1x ao dia. Para
avaliacbes clinicas e comportamentais foram utilizados os parametros de atividade
motora/deambulacdo forcada, quantificacdo de dor espontanea e avaliacdo da
alodinia mecénica e andlise da incapacitancia/ distribuicdo do peso nas patas traseiras
e hiperalgesia mecanica, que foram realizados nos dias 4, 7, 14, 21 e 28 apés a
inducdo de OA e tratamento. Além disso, exames radiolégicos foram realizados no
21° dia de tratamento. Os animais foram tratados por gavagem e, ao final do periodo
experimental de 28 dias, apds eutanasia, o sangue periférico foi coletado para
analises hematoldgicas e bioquimicas. Os resultados demonstraram que o carvacrol
na dose de 40 mg/kg e sua associacdo com a indometacina nos testes realizados,
apresentaram efeito antinociceptivo. A atividade pré-inflamatéria com TNF-a atenuou
a producao do nivel TNF-a nos grupos carvacrol 40 mg/kg e associacdo. Na analise
IL-10 o grupo indometacina, quando comparado com os grupos carvacrol 40 mg/kg e
ao grupo associacdo ndo demonstrou significancia estatistica, o que nesta analise,
pode evidenciar eficiéncia semelhante ao tratamento padréo utilizado. Desta forma,
conclui-se que o os grupos carvacrol 40 mg/kg e associagcao evidenciaram uma
atividade analgésica e anti-inflamatéria em modelo experimental proposto.

Palavras-chaves: Inflamacéo, Cartilagem Articular, Monoterpeno.



ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a chronic degenerative osteoarticular disease characterized by
progressive degradation of joint cartilage, associated with inadequate tissue repair and
inflammation. Treatment with standard drugs is quite expensive and associated with
adverse effects due to the prolonged use of these drugs, it increases the need to
search for new therapeutic options, and among them, chemical compounds extracted
from plants are a promising alternative. Among these components, carvacrol stands
out, which has numerous biological properties already described in the literature. This
work aimed to evaluate the antinociceptive and anti-inflammatory activity of carvacrol
in an experimental model of osteoarthritis in rats. To perform this study, 35 rats of the
Rattus norvegicus species (Albinus variety), Wistar lineage, adult (60 days old) used
up, divided into seven groups, namely: Healthy Group; Sham Group; Negative Control
Group: OA induction and without treatment; Carvacrol 20mg group: with OA induction
and treated with carvacarol 20 mg/kg, 1x a day; Carvacrol 40mg group: with OA
induction and treated with carvacarol 40 mg/kg, 1x a day; Association Group: with OA
induction and treated with a combination of carvacrol 10 mg/kg + indomethacin 1.25
mg/kg; Indomethacin Group (Positive Control): animals with OA induction and treated
with Indomethacin 2.5 mg/kg, 1x a day. On days 4, 7, 14, 21 and 28 after OA induction
and treatment, clinical and behavioral evaluations (motor activity/forced walking,
quantification of spontaneous pain and evaluation of mechanical allodynia, and
analysis of disability/weight distribution in the hind legs and mechanical hyperalgesia)
were performed. In addition, radiological examinations on the 21st day of treatment
held up. The animals were treated by gavage and, at the end of the 28-day
experimental period, after euthanasia, peripheral blood was collected for hematological
and biochemical analysis. The results showed that carvacrol at a dose of 40 mg/kg and
its association with indomethacin in the tests carried out had an antinociceptive effect.
The pro-inflammatory activity with TNF-a attenuated the production of the TNF-a level
in the carvacrol 40 mg/kg and combination groups. In the IL-10 analysis, the
indomethacin group, compared with the carvacrol 40 mg/kg groups and the association
group, did not show statistical significance, which in this analysis may show similar
efficiency to the standard treatment used. In conclusion, the carvacrol 40 mg/kg and
association groups showed analgesic and anti-inflammatory activity in the proposed
experimental model.

Keywords: Inflammation, Articular Cartilage, Monoterpene.
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1 INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) € uma condicdo inflamatéria degenerativa da cartilagem
articular que afeta atualmente cerca de 58 milh6es de adultos, com um aumento
estimado para 78,4 milhdes até 2040. Representa o principal motivo de dor articular e
comprometimento funcional no mundo (COLLETTI et al., 2021). E a doen¢a reumatica
mais prevalente na populacdo geral, estando intimamente relacionada ao
envelhecimento humano, sendo mais comum em individuos com idade superior a 65
anos no Brasil (COIMBRA et al., 2004; LEITE et al., 2011; WIBELINGER, 2014).

Compreender a doenca € fundamental para entender o tamanho do desafio da
OA. Tem implicacdes importantes para os financiadores de pesquisa e académicos
ao priorizar seu foco e é essencial para os prestadores de servicos de salde na
contratacao de servigos adequados as necessidades da populacdo (QUICKE et al.,
2022).

A OA é a doenca degenerativa mais comum de toda a articulacéo, afetando
progressivamente a cartilagem articular, sindvia, 0sso subcondral e tecidos
periarticulares como ligamentos, capsula e muasculos periarticulares, as principais
manifestacfes patoldgicas sdo degeneracdo da cartilagem articular, adelgacamento
do osso subcondral, formacdo de ostedfitos ao redor da articulacdo, alteracdes
meniscal, inflamacéo do liquido sinovial, lesdo ligamentar e hipertrofia da céapsula
articular (MAO et al., 2021).

De acordo com a Sociedade Brasileira de Reumatologia, no conjunto das
doencgas agrupadas sob a designagdo de “‘reumatismos”, a osteoartrite € a mais
frequente, representando cerca de 30 a 40% das consultas em ambulatérios de
Reumatologia. Além deste fato, sua importancia pode ser demonstrada através dos
dados da previdéncia social no Brasil, pois é responsavel por 7,5% de todos os
afastamentos do trabalho; é a segunda doenca entre as que justificam o auxilio-inicial,
com 7,5% do total; € a segunda também em relacdo ao auxilio-doenca (em
prorrogacédo) com 10,5%; é a quarta a determinar aposentadoria (6,2%) (SOC. BRAS.

REUM, 20109).

A OA é uma doenca osteoarticular crénico-degenerativa caracterizada por

degradacédo progressiva da cartilagem articular associada a uma reparagdo
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inadequada tecidual e inflamacao. Manifesta-se por dor, rigidez e limitacdo da funcéo
articular (HWANG; KIM, 2015).

Os tratamentos atuais para a OA de joelho incluem tratamento farmacoldégico,
fisioterapia, Ortese, proloterapia e até cirurgia, dependendo da gravidade. A
medicacédo de primeira linha para OA séo os anti-inflamatorios néo esteroides (AINES)
(HSIAO et al.,, 2021). Porém, apenas neutralizam o0s sintomas sem atuar na
progresséo e na fisiopatologia da OA. No entanto, esses medicamentos ndo podem
prevenir a degradacgdo progressiva da cartilagem ou reparar a cartilagem danificada
de pacientes com OA, e o uso prolongado desses medicamentos pode levar a varios
efeitos adversos, incluindo toxicidade renal, distlrbios gastrointestinais, diarreia,
nausea, vomito ou aumento dos riscos cardiovasculares (PARK, et al 2020).
Consequentemente, nos Ultimos anos, solu¢des alternativas com menos efeitos
colaterais tém sido buscadas pela comunidade cientifica, como o tratamento com
compostos naturais (OPPEDISANO et al., 2021).

O recente estudo em humanos de Khazdair e Boskabady (2019) relataram uma
diminuicdo significativa nas citocinas inflamatérias durante 2 meses de tratamento
com carvacrol (1,2 mg/kg/dia) em pacientes com distarbios pulmonares. Este estudo
valida varios estudos que relatam diminuicdo das citocinas apds tratamento com
carvacrol em patologia e outras condicfes (De CARVALHO et al., 2020). Por estas
razbes, o carvacrol tem sido amplamente utilizado em varios estudos devido suas
propriedades antimicrobiana, antioxidante e anti-inflamatéria (CARVALHO et al.,
2021).

Posto isto, medicamentos tradicionais estdo se tornando populares entre a
maior parte do mundo, principalmente porque séo baratos, abundantes com efeito na
saude. Nos ultimos anos, o foco na pesquisa através de fitoquimicos aumentou
globalmente para descobrir os imensos potenciais das plantas medicinais usadas na
varios sistemas tradicionais. Varias plantas medicinais tém sido estudadas que podem
ser usados como potentes agentes fitoquimicos na terapia tratamento de varias
doencas (RIAZ et al., 2018).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Park%20MH%5BAuthor%5D
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2 JUSTIFICATIVA

Com o crescimento da populacdo idosa no pais, se torna mais comum 0O
surgimento de doencas degenerativas, ocasionando um consequente impacto
socioeconémico. Destas doencas, a osteoartrite € elencada. Devido a extrema
relevancia da doenca, principalmente no que tange a questdo de saude publica, a
busca por terapéuticas alternativas € extremamente indispensavel, visto que os
tratamentos utilizados se restringem ao alivio sintomatico, um efeito limitado, além de
inimeros efeitos colaterais. Além disso, o elevado custo e os efeitos adversos do uso
prolongado dos farmacos de eleicdo para o tratamento da osteoartrite abre
precedentes para a busca por novos medicamentos, que possam ser utilizados como

alternativa terapéutica.

Dessa forma, a vasta biodiversidade de flora presente no Brasil instiga
investigacbes sobre o potencial terapéutico dessas plantas, utilizadas na medicina
tradicional, visando o surgimento de novos farmacos, além de proporcionar a
valorizacéo da biodiversidade vegetal brasileira. Do mesmo modo, surge o carvacrol
como uma alternativa viavel para o tratamento da OA, visto que seu carater anti-
inflamatorio, demonstra um novo caminho significativamente capaz de torna-se uma

opc¢ao contundente na saude publica e privada do Brasil.

Novos projetos de incentivo a pesquisa e desenvolvimento fitoterapicos dentro
da universidade sdo um caminho de avanco e inovagao. As plantas medicinais devido
ao seu papel em tratamento, como também pela facilidade de acesso e custo surgem

como uma alternativa de grande interesse no tratamento da OA.

Considerando a importancia da tematica, dos argumentos iniciais
apresentados, assim como, o entendimento que a inovacao pode ser caracterizada
como sinénimo de melhoria de algo existente, este estudo visa promover o tratamento
desta doenca com a utilizagcdo do carvacrol, pois 0 mesmo j& foi descrito em diversos
estudos animais, e a mesma tem se mostrado eficaz no tratamento de varias doencgas.
Sendo assim, o0s resultados desta pesquisa poderdo servir de base para um
estabelecimento de uma alternativa terapéutica para o tratamento da OA, e até

mesmo, modificar os tratamentos ja estabelecidos.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Osteoartrite

A OA é o distuarbio articular mais comum em idosos em todo o mundo, que pode
diminuir a qualidade de vida devido a dor, rigidez, perda de funcdo e
incapacidade (PARK et al., 2020). Quanto ao sexo, a incidéncia € semelhante entre
homens e mulheres, porém o nimero de articulagbes acometidas é, em geral, maior
no sexo feminino (De ROSIS et al., 2010). E reconhecida como uma das doencas
cronicas mais prevalentes afetando articula¢cées das maos, joelhos, quadris e coluna
de diferentes graus de deformidades e edema articulares (BERENBAUM, 2013).

E uma doenca caracterizada pela deterioracdo progressiva da cartilagem
articular evoluindo com formacgéao de ostedfitos, remodelamento 6sseo nas superficies
e margens articulares, e fibrose periarticular. A OA é a forma mais comum de doenca
articular alterando a qualidade de vida (YU et al., 2013; REZENDE et al., 2013).

A compreensao da fisiopatologia da OA com seu classico conceito de doenca
degenerativa articular estd sendo gradativamente modificado, enfatizando fendmenos
mecanicos e inflamatérios em sua génese e manutencdo (FELSON, 2013;
BERENBAUM, 2013).

A OA por uma complexa interacdo de fatores genéticos, metabdlicos,
bioquimicos e biomecéanicos seguidos pela ativagcdo da resposta inflamatéria
envolvendo a interacdo da cartilagem, osso subcondral e sindvia. Muitos fatores,
alguns modificaveis contribuem para um risco aumentado de OA e incluem
obesidade, genética, envelhecimento e trauma na articulacdo (HASEEB; HAQQI
2013). Pode ser idiopatica, guando ndo ha uma causa aparente. Secundaria, quando
aparece apoés traumatismos, neste caso afetando também individuos jovens ou

associada a doencas reumaticas (FELSON, 2000).

A cartilagem articular tradicionalmente recebe a maior atencéo nos estudos da
OA, possui as fungbes de permitir o movimento da articulagdo com o minimo de atrito,
gracas a lubricin, uma glicoproteina secretada pelos fibroblastos sinoviais e absorve
impactos evitando danos 0sseos, através do colageno tipo Il e aos proteoglicanos
sintetizados pelos condrécitos (HUNTER; FELSON, 2006; GLEGHORN et al., 2009;
WALLER et al., 2013).
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A OA nao possui cura, e este fato apresenta 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 et al., 2014).

O diagnostico de cartilagem lesada geralmente comeca com uma histéria
detalhada, um exame fisico e radiografias simples da articulacdo. Certos exames
laboratoriais (por exemplo, exames de liquido sinovial, tomografia computadorizada,
ressonancia magnética) podem ser Uteis para confirmar a presenca de cartilagem
lesada. As imagens de ressonancia magnética fornecem uma visao tridimensional da

cartilagem que pode elucidar as irregularidades da cartilagem (HUANG et al., 2017).

Muitos farmacos paliativos como anti-inflamatérios ndo esteroidais, corticoides
e mesmo opioides tém sido usados no tratamento da doenca, porém nenhum deles
conseguiu interromper o processo evolutivo da lesédo, que é o principal objetivo do
tratamento da OA (CIALDAI et al., 2009).

O tratamento é multimodal, por sua vez, é composto pela associacdo entre
terapia farmacologica (medicamentos) e nao farmacolégica (fisioterapia e educacéo
ao paciente). Dentre as possiveis opcdes de tratamento para esta doenca, destaca-
se 0 uso de condroprotetores orais e injetaveis, e a artroplastia total de joelho, uma
cirurgia que consiste na substituicdo da articulacdo lesionada por uma proétese,

podendo ser realizada de forma parcial ou total (SILVA et al., 2019).

3.2 Fisiopatologia

A OA, também conhecida como osteoartrose ou doenca articular degenerativa ,
€ uma doenca das articulagbes sinoviais. Caracteriza-se pela deterioracdo
progressiva e perda da cartilagem articular com alteracdes estruturais e funcionais
concomitantes em toda a articulacédo, incluindo a sindvia, menisco (no joelho),

ligamentos periarticulares e osso subcondral (MOBASHERI et al., 2016).

A etiologia da OA nao é clara, mas estudos recentes mostraram que as
citocinas inflamatérias estdo envolvidas no inicio e na progressao da OA. Entre essas

citocinas, a IL-1B desempenha um papel fundamental no desenvolvimento da OA. A


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/arthropathy
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/synovial-joint
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/articular-cartilage
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/synovial-membrane
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liberacdo de IL-18 promove a produgdao e liberagdo de diversos mediadores
inflamatorios e fatores catabdlicos, como INOS , COX-2, PGE2, TNF-a e MMPs, que

contribuem para a disfuncao condrocitica e degradacdo da MEC (FEI et al., 2018).

Durante a progressao da doenca, os condrocitos da OA produzem enzimas que
degradam a matriz, incluindo a matriz metaloproteinase 13 (MMP13), que degrada o
colageno e a desintegrina, e a metaloproteinase com motivos de trombospondina-5
(Adamts-5), que tem como alvo o agrecano. A sintese de enzimas degradativas
exacerba ainda mais a degradacdo da cartilagem articular. As alteracdes
biomecanicas e bioquimicas, juntas, rompem a homeostase da cartilagem e
contribuem para a patogénese da OA, que leva ao estreitamento do espaco articular,

destruicdo dolorosa da cartilagem e perda de funcéo (ZHANG et al., 2016).
3.3 Citocinas

As citocinas sdo peguenas proteinas secretadas liberadas pelas células que
tém um efeito especifico nas interacdes e comunicacgdes entre as células. As citocinas
podem atuar nas células que as secretam que possuem ac¢do autocrina, em células
proximas com agdo paracrina ou, em alguns casos, em células distantes quando a
acao enddcrina (ZHANG; AN, 2007).

A dor articular crénica é o principal sintoma da osteoartrite. Embora alteracdes
estruturais da osteoartrite, degeneracdo da cartilagem e remodelacdo Ossea
subcondral sejam os principais contribuintes para a progressdo da doenca e dor
articular em pacientes, as respostas inflamatérias mediadas por citocinas pro-
inflamatorias e mediadores inflamatoérios apds lesédo articular também contribuem para

esses eventos patoldgicos na AO (PARK et al., 2020).

As citocinas pro-inflamatérias sdo produzidas predominantemente por
macrofagos ativados e estdo envolvidas na regulacdo positiva de reacdes
inflamatorias. HaA evidéncias abundantes de que certas citocinas pro-inflamatérias
como IL-1p3, IL-6 e TNF-a estdo envolvidas no processo de dor patoldgica. As anti-
inflamatorias séao IL-4, IL-10, IL-13 e FTCPB (fator transformador de crescimento ()
(ZHANG; AN., 2007; OLIVEIRA et al., 2011).

As primeiras citocinas formadas apoés leséo tecidual ou infec¢do sdo IL-1B e

TNF-a, as quais atuam diretamente sobre receptores especificos dos neurbnios


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/inflammatory-mediator
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/inflammatory-mediator
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sensitivos e levam a sintese “em cascata” de outros efetores, como outras citocinas,
guimiocinas, prostanoides, neurotrofinas, 6xido nitrico, cininas, lipideos, trifosfato de
adenosina (ATP) e membros da via do complemento. Esses elementos, por sua vez,
causam proliferacéo e hipertrofia de células gliais no sistema nervoso central, com a
liberacdo de citocinas pro-inflamatorias relevantes, como TNF-a, IL-18 e IL-6,

formando uma rede complexa de ativacao interdependente (OLIVEIRA et al., 2011).

A inflamac&o sinovial € comumente observada em individuos com OA e é
caracterizada pela producdo e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias e outros
mediadores inflamatorios. Pelo menos alguns desses fatores se difundem através do
liquido sinovial para a camada superficial da cartilagem, onde ativam a producao de
fatores catabolicos pelos condrdcitos, levando a destruicdo da cartilagem. IL-1B e
TNFa sdo duas das principais citocinas envolvidas na inflamagéo sinovial associada
a OA (THYSEN et al., 2015).

3.4 Dor

A dor € o principal sintoma da OA e a principal razdo para os pacientes
procurarem ajuda médica, e é definida pela International Association for the Study of
Pain (IASP) como “uma experiéncia sensorial € emocional desagradavel associada
ou semelhante aquela associada a dano tecidual real ou potencial’. Muitas vezes, é
considerado um importante sinal de alerta que desempenha um papel protetor na
resposta a lesdo e inflamacéo tecidual aguda. Quando a dor aguda néo € aliviada e
transita para dor crbnica, o controle da dor se torna muito mais desafiador (YU et al.,
2022).

Geralmente, existem trés estagios principais na percepcao da dor. O primeiro
estagio é a sensibilidade a dor, seguido pelo segundo estagio em que 0s sinais sao
transmitidos da periferia para o corno dorsal (DH), que esta localizado na medula
espinhal através do sistema nervoso periférico (SNP). Por fim, a terceira etapa é
realizar a transmisséo dos sinais para o cérebro superior através do sistema nervoso
central (SNC). A via que sobe transportando informacgdes sensoriais do corpo através

da medula espinhal para o cérebro € definida como via ascendente, enquanto 0s
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nervos que descem do cérebro para os orgaos reflexos via medula espinhal sao

conhecidos como via descendente (YAM et al., 2018).

7

A nocicepcdo é o processo pelo qual estimulos quimicos, térmicos ou
mecanicos intensos sdo detectados por nervos periféricos especializados, chamados
nociceptores. Os corpos celulares dos nociceptores estdo agrupados nos ganglios da
raiz dorsal (DRG), e estendem um ax6nio em direcdo a periferia (por exemplo, a
articulagéo) e o outro em direcdo ao corno dorsal da medula espinhal, onde ocorre
uma sinapse e a informacéo é transmitida para as regides superiores do SNC. Em
condi¢cBes patoldgicas, como na inflamacéo, as alteracdes na via da dor levam a
hipersensibilidade, de modo que os estimulos dolorosos provocam dor exagerada
referida como hiperalgesia e estimulos in6cuos, como o toque leve, sdo percebidos
como dolorosos alodinia (SYX et al., 2018).

3.5 Tratamentos farmacoldgicos para Osteoartrite

Os tratamentos farmacoldgicos disponiveis sdo os analgésicos, considerados
agentes de primeira escolha. Anti-inflamatérios sao indicados nos casos de processo
inflamatorio agudo. Analgésicos opioides, terapia intra-articular com glicocorticéides e

derivados do acido hialurénico também estéo indicados (PEREIRA et al., 2006).

A terapia farmacoldgica é a base do tratamento da OA e 0s agentes mais
comumente utilizados incluem anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES),

acetaminofeno (paracetamol) e opibdides (D’ARCY et al., 2021).

Os AINEs estéo entre as classes medicamentosas mais utilizadas no mundo,
principalmente no tratamento de inflamacéo, dor e edema, como também nas
osteoartrites, artrite reumatoide (BATLOUNI, 2010). No tratamento da dor em OA, sdo
utilizado analgésicos, inibidores da enzima ciclo-oxigenase - 2 (COX-2) e drogas
AINES, no entanto estes tratamentos ainda ndo sao suficientes, pois ndo conseguem
reverter a evolucdo da doenca, além de apresentarem efeitos colaterais importantes,
e a dor ser refrataria aos tratamentos atuais (NIELSEN, 2006) (HUNTER, 2015).

O uso prolongado de AINES, pode elevar o risco de disfuncdo renal,

complicagBes gastrointestinais e doengas cardiovasculares, assim como também
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interferir no controle da presséo arterial (BATLOUNI, 2010). Estudos, mostraram que
na meta- analise de Pope et al (1993), indometacina e naproxeno elevaram a pressao

arterial média em 3,59 mmHg e 3,74 mmHg, respectivamente.

3.6 Carvacrol

As plantas tém sido utilizadas na medicina tradicional devido as suas
propriedades benéficas e protetoras. Tem sido destacado o carvacrol (2-metil-5-
isopropilfenol), um fenol mono-terpénico (ZHAO et al., 2020). O carvacrol € um
monoterpeno presente no Oleo essencial de varias plantas arométicas. Entre as
diversas espécies de plantas, ressalta-se o orégano (Origanum vulgare L.). Seu 6leo
essencial é constituido por uma variedade de componentes quimicos, principalmente
o carvacrol e timol (LAMBERT et al., 2001; BAYDAR et al., 2004).

Diversos trabalhos mostram que o carvacrol apresenta variadas atividades
biologicas e também de certa forma efeitos toxicol6gicos. Porém, de acordo com
Suntres et al. (2015) as informacgBes sobre a toxicologia do carvacrol sdo limitadas.
Foi relatado que a letalidade mediana a dose de carvacrol em ratos é de 810 mg/kg
de peso corporal quando administrada por gavagem oral. Outro estudo realizado por
Carvalho et al, (2019) avaliou a acao bactericida do carcacrol sozinho e combinado
com antibidticos selecionados contra quatro cepas S. pyogenes in vitro. Pesquisa
realizada por Zhao W et al. (2020) avaliou que Carvacrol pode aliviar a inflamacgéo
vascular em camundongos db/db diabéticos e demonstraram que o carvacrol possui

propriedades anti-inflamatdrias.

Kaymaz et al. (2021) Investigaram os efeitos da administracéo intraperitoneal
de carvacrol em ratos usando o modelo de retinopatia induzida por oxigénio (OIR) e
concluiram que o carvacrol poderia potencialmente inibir a formacédo de
neovascularizagéo patologica da retina (NV) retiniana na retina, bem como diminuir a
expressao induzida por OIR de VEGF e TNF-a. O estudo de Xiao et al. (2018) teve
como objetivo investigar os efeitos protetores do carvacrol contra a inflamacdo em
condrécitos humanos estimulados por interleucina 13 (IL-1B). Os resultados indicaram
que o carvacrol inibiu a produgéo de oxido nitrico (NO) e prostaglandina E2 (PGE2) e

diminuiu a expressao de NO sintase induzivel (iNOS) e ciclooxigenase (COX-2).
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Este composto tem sido estudado pelo nosso grupo de pesquisa e tem
demonstrado uma excelente atividade anti-inflamatoria. Desta forma, objetivamos
com esta pesquisa avaliar a atividade anti-inflamatéria do carvacrol no modelo

experimental de osteoartrite.
4 OBJETIVOS
4.1 Geral

Avaliar a acdo antinociceptiva e anti-inflamatoria do carvacrol em modelo

experimental de osteoartrite em ratos.

4.2 Especificos

e Avaliacdo do efeito sinérgico do carvacrol com a indometacina em modelo
experimental de OA;

e Verificar o efeito do carvacrol sobre as altera¢des radioldgicas nos animais
tratados;

e Avaliar os padrdes hematolégicos dos animais dos diferentes grupos
experimentais apos os tratamentos;

¢ Quantificar o perfil de citocinas pro — inflamatoria e anti-inflamatéria em modelo

experimental de OA, apds os respectivos tratamentos;

5 MATERIAL E METODOS
5.1 Produtos quimicos e reagentes

Nesta pesquisa foram utilizados os seguintes produtos quimicos/reagentes:
Monoiodoacetato de sédio (MIA) (Sigma-Aldrich), Cloridato de Quetamina
(CETAMIN® - Syntec), Cloridrato de Xilazina (Xilazin® - Syntec), Carvacrol (Sigma-
Aldrich), Indometacina (INDOCID® Aspen Pharma Industria Farmacéutica Ltda),
Sorbitol (Pharmamed).
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5.2 Experimentacdo animal
5.2.1 Aspectos Eticos da pesquisa

Para execucdo deste estudo foram utilizadas 35 ratas da espécie Rattus
norvegicus (variedade albinus) da linhagem WISTAR, adultas com 60 dias de idade,
obtidos do Biotério Central da Universidade Federal do Maranh&o. Estes animais
foram alimentados com racdo padréo ad libitum e mantidos sob condi¢cfes controladas

de luz e temperatura.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as
normas estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
Os protocolos e procedimentos sobre experimentacao animal foram submetidos para
apreciacdo e pelo Comité de Etica no Uso Animal — CEUA da Universidade Federal
do Maranh&o, sob o nimero de protocolo 23115.037943/2019-14.

5.2.2 Inducédo da osteoartrite por Monoiodo acetato de sédio (MIA)

Para a inducdo da OA, os animais foram anestesiados com injecao
intraperitoneal de cloridrato de cetamina 2,5% - (90 mg/kg) e cloridrato de xilazina 2%
(10 mg/kg). ApGs a certificacdo do plano anestésico, foi realizada tricotomia no joelho
direito e, posteriormente, solucdo topica de iodopovidona a 10% foi aplicada para
assepsia local. Uma lesao articular foi induzida por uma Unica injecao intra-articular
de 2 mg/kg de MIA no joelho direito através do ligamento patelar, no espaco intra-
articular (PITCHER et al., 2016).

5.2.3 Protocolo experimental:

Este estudo foi caracterizado como ensaio pré-clinico experimental, com
distribuicdo aleatoria dos animais nos grupos. Os animais foram divididos em 7 grupos

experimentais:

1. GRUPO SAUDAVEL (n=5): animais sadios;
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2. GRUPO SHAM (n= 5): falsa inducdo de OA — animais anestesiados com
lesdo de capsula articular sem inoculacdo do MIA. Este grupo recebeu

tratamento diario, por gavagem, solucao sorbitol na dose de 0,1 ml/kg;

3. GRUPO CONTROLE NEGATIVO (n=5): submetidos a inducéo de OA e

nao receberam tratamento;

4. GRUPO CARVACROL 20mg/ kg (n=5): submetidos a inducdo da OA e

com tratamento diario com carvacrol na dose 20mg/kg por gavagem;

5. Grupo CARVACROL 40 mg/ kg (n=5): submetidos a inducdo da OA e

receberam tratamento diario com carvacrol na dose 40mg/kg por gavagem;

6. GRUPO ASSOCIACAO CARVACROL + INDOMETACINA (n=5):
submetidos a inducao da OA e receberam tratamento diario com associagao
10 mg/kg carvacrol +1,25 mg/kg indometacina por gavagem,;

7. GRUPO INDOMETACINA (n=5) — CONTROLE POSITIVO: submetidos a
inducao de OA e receberam tratamento diario com indometacina 2,5 mg/kg

por gavagem;

Abaixo, fluxograma do delineamento dos grupos (Figura 3).

Ratos WISTAR
(n=35)

) B
Grupo Grupo Associacao
carvacrol 10mg/kg Carva. +
20 mg/kg 1,25mg/kg indo.

Figura 1 - Fluxograma do delineamento dos grupos
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Apos recebimento dos animais do Biotério Central, os animais foram
aclimatados no Biotério Setorial da P0s-Graduacédo durante sete dias. No dia zero, os
animais foram pesados em balanca eletronica, e este procedimento foi repetido a cada
trés dias. A avaliacdo dos testes comportamentais foi realizada no dia O (antes da
inducado da osteoartrite) e nos dias 4, 7, 14, 21 e 28 apos a inducéo. Os tratamentos
foram iniciados, via oral por gavagem apods o terceiro dia da inducdo da AO, e os
exames radiolégicos foram realizados no 21° dia.

A eutanasia foi realizada um dia apds o protocolo de terapéutico proposto,
através da administracdo, por via intraperitoneal com overdose de cloridradato de
cetamina 300mg/kg + cloridradato xilazina 30mg/kg, e ap6s confirmacdo do 6bito,
realizou-se venopuncdo através da veia cava caudal para analise hematolégica -
hemograma completo. Além disso, o soro foi separado em aliquotas no volume de 500

ML e armazenado em freezer - 80°C, para a quantificacao de citocinas no soro.

Testes S
comportamentals Testes '
e indugéo da OA comportamentais
por MIA
Fimn do
experimento

L J r
Do D2 D4 D& D8 D10 D12 D14 D16 D18 D20 D22 024 D26 D28 T
| l | | ] | l l ! | ! |

D1 D3 D5 D7 D9 D1 D13 D1s D7 D19 D21 D23 D25 D27 [ D29
‘ I I Testes
Infcio do Testes Testes comportamentais

comportamentais e fimdo

tratamento  comportamentais tratamento

Figura 2 - Linha do tempo experimental do projeto de pesquisa. Desenvolvido no Biorender.com (2022).
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5.3 Analise da atividade Antinociceptiva
5.3.1 Testes comportamentais

A avaliacéo clinica para sinais comportamentais foi realizada antes e depois da
inducdo da OA, e também em intervalos regulares a cada sete dias.

5.3.2 Avaliacdo de atividade motora / deambulacéo forcada (Rotarod Test)

Os animais foram colocados em aparelho Rotarod (Il Life Science, California,
Estados Unidos), para avaliacao de atividade motora, na velocidade de 16 rpm por um
periodo de tempo de 5 minutos. A utilizacdo do membro afetado foi avaliada pela
deambulacéo forcada. O uso da pata foi graduado em uma escala numérica que varia
de 5 a 1, em que: 5= uso normal do membro; 4= claudicacao leve; 3= claudicacéo
grave; 2= intermitente desuso da pata afetada; 1= completo desuso da pata afetada
(MONVILLE; TORRES; DUNNETT, 2006).

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

A alodinea tactil foi realizada com um analgesimetro digital (modelo Insight,
Sédo Paulo, Brasil), que consiste em um transdutor de pressdo conectado a um
contador digital de forca expressa em gramas (g). O contato do transdutor de pressao
com a pata dos animais foi realizado por meio de uma ponteira descartavel de
polipropileno com 0,5 mm de diametro adaptada ao aparelho (KALFF et al., 2010;
VIVANCOS et al., 2004;).

Para adaptacdo ao ambiente, os animais foram colocados em caixas de acrilico
medindo 12 x 20 x 17cm, cujo assoalho consiste de uma rede de malha de 5mm?,
constituida de arame ndo maleavel de 1mm de espessura, durante 15 minutos antes
do experimento. Espelhos foram posicionados 25 cm abaixo das caixas de

experimentacéo para facilitar a visualizagcéo da regidao plantar das patas dos animais.

O experimentador aplicou, por entre as malhas da rede, uma pressao

linearmente crescente no centro da regido plantar de pata do rato até o animal produzir
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uma resposta caracterizada como sacudida (“flinch”) da pata estimulada. Os estimulos
foram repetidos por até seis vezes, nas patas ipsilateral e contralateral, até o animal
apresentar trés medidas similares de resposta “flinch” apdés a retirada da pata
(VIVANCOS et al., 2004; KALFF et al., 2010). O limiar nociceptivo de retirada da pata
(LNRP) foi definido como o percentual de forca para provocar uma suspensao ativa

na pata ipsilateral afetada e foi determinado da seguinte maneira:

LNRPA
LNRP (%) = X100
LNRPA + LNRPC

5.3.4 Teste de incapacitancia/ Distribuicdo 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 medida
de trés afericdes (SCHOTT et al.,1994).

PPA

Distribuicdo do peso (%) = X100
PPA + PPC

5.4 Avaliacdao radiografica

As radiografias dos joelhos dos animais foram obtidas através de aparelho de
raio X odontolégico. Por meio de um sistema de imagem computadorizada com sensor
eletrbnico para radiografia digital (Digitalizador de imagens radiograficas Micro
Imagem). O aparelho de raio-x Micro Imagem Diox-602, com tens&o do tubo de 60 Kv

(fixo) e corrente do tubo de 4 mA (fixo), foi utilizado para tomadas radiograficas.
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5.5 Analise hematoldgica
5.5.1 Coleta de sangue

Ao fim do experimento no dia (D29), os animais foram anestesiados e, apés a
realizacédo de laparotomia, a aorta abdominal foi puncionada com scalp n° 25, para
coleta do sangue, o qual foi encaminhado ao laboratério SIMETRA para realizacao
dos Hemogramas Completos. Para separacéo do soro, uma parte do sangue coletado,
foi centrifugado a 3000 rotagdo por minuto (rpm) durante 10 minutos, alicotadas no

volume de 500 uL e, armazenadas em freezer - 80°C.

5.5.2 Dosagem da Citocina TNF- alfa

A determinacéo do nivel da citocina pro-inflamatoria TNF-a foi realizada a partir
soro sanguineo, utilizando o BD OptEIA™ Rat TNF ELISA Kit, de acordo com o
protocolo do fabricante (BD Biosciences, 10977 Torreyana Rd.,San Diego, CA-92121).

5.5.3 Dosagem IL-10

A determinacdo do nivel da citocina anti-inflamatoéria IL- 10 foi realizada a
partir soro sanguineo, utilizando o BD OptEIA™ Rat IL-10 ELISA Set, de acordo com
o protocolo do fabricante (BD Biosciences Pharmingen, 10975 Torreyana Road San
Diego, CA 92121).

5.6  Andlise Estatistica

A comparacdo das médias dos diferentes grupos experimentais foi realizada
pela analise de variancia univariada (One-way ANOVA), seguida pelo teste de Tukey.
Na avaliacdo de duas fontes de variabilidade, foi utilizada andlise de variancia
bivariada (TWO-way ANOVA). O valor de P<0,05 foi considerado como indicativo de
significancia e os dados obtidos serdo analisados através do software “Graph pad
instat® 7.0 (GraphPad software, San Diego, CA).
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6 RESULTADOS
6.1 Avaliacdo da atividade motora/deambulacéo forgcada — Rotarod teste

Na avaliacdo da atividade motora (Figura 5) foi evidenciado que no D7, foi
possivel observar que o tratamento nos grupos de 40 mg/kg e associacao
promoveram efeito analgesico onde na analise de deambulacdo o comportamento
desses animais assemelhou-se aos animais saudaveis. O grupo Carvavrol 20 mg/kg
neste dia de analise ndo demostrou nenhum efeito analgesico. Nesta mesma analise
0 grupo associagao demostrou resultados semelhantes quando comparados ao grupo
de 40 mg/kg e o grupo indometacina. N&o foi observada significancia estatica entre os

grupos controle negativo em relacéo ao cavacrol de 20 mg/kg .

No D14, o grupo Carvacrol de 20 mg/kg ja apresenta indicios de atividade
analgesica quando comparado ao gurpo controle negativo (P < 0,0001). Todos o0s
grupos experimentais tratados apresentam resultado, quando comparados ao controle
negativo e quando a comparacao é realizada entre os grupos carvacrol 20,40 mg/kg
e associacdo em relagcdo ao controle positivo ( indometacina) ndo foi observado
nenhuma significancia estatistica. Ao observar D21, o grupo carvacrol 20 mg/kg
guando comparado ao controle negativo apresentou melhoria na deambulacéo
(P<0,0001). Neste dia, pode-se afirmar que os grupos carvacrol de 40 mg/kg e
associacao ndo apresentaram nenhuma significancia estatistica, em relacdo a anélise

realizada. O mesmo resultado pode ser observado no dia D28.
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Figura 3 - Efeito do carvacrol da atividade motora da marcha de ratos com osteoartrite induzida
(OA).

6.2 Avaliacdo da alodinea tactil - Von Frey

Na avaliacdo pelo Von Frey (Figura 6), no D7 o grupo Carvacrol 40 mg/kg e
associacdo quando comparados com grupo indometacina ndo apresentaram valores
estatisticamente significantes quanto a diminui¢cao do limiar nociceptivo. Neste mesmo
dia de analise, o grupo carvacrol 20 mg/kg quando comparado ao grupo associacao

apresentou significancia na diminuicdo do limiar nociceptivo (p<0,05).

Na analise do D14, o grupo Indometacina quando comparado com 0 grupo
caravcrol 40 mg/kg e associacao, apresentaram resultados semelhantes. Em relacéo
ao grupo carvacrol 20 mg/kg, quando comparados com 0O Qrupo associagao e
caravcrol 40 mg/kg, néo foi observada nenhuma siganificancia estatistica.

Nos dias D21 e D28, os grupos Carvacrol 40 mg/kg e associacdo apresentaram
resultados semelhantes, quando comparados com grupo indometacina, o que nos
leva a inferir que houve um aumento no limiar nociceptivo e diminuicdo da alodinea
tactil,tendo efeitos semelhantes entre o grupo indometacina e se assemelhando

proximo ao limiar nociceptivo do animais saudaveis.
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Figura 4 - Efeito do carvacrol sobre alodinea tactil em ratos com osteoartrite induzida (OA), mensurada
por avaliagdo indireta com o teste de Von Frey.

6.3 Distribuicdo do peso nos membros pélvicos (weight bearing)

Quanto a andlise dos dados relativos a incapacitacdo articular avaliados pela
distribuicdo percentual do peso (Figura 7) das patas induzidas até o dia D7 nao foi
observada nenhuma significancia estatistica entre os tratamentos proprostos no
diversos grupos experimentais. No D14 e D21, o grupo carvacrol na dosagem de 40
mg/kg e associacao, quando comparados aos animais nao tratados (grupo controle
negativo) pode-se observar diferencga estatisticamente significante, o que nos leva a
inferir que houve melhora quanto o aspecto da avaliacdo da incapacitacdo nos

diferentes tratamentos propostos.

Analisando o D28, os animais tratados com carvacrol 40 mg/kg e grupo
associacdo comparados com grupo indometacina, pode-se observar resultados
positivos na proposta terapéutica, com significancia estatistica (p<0,0001), o que nos
leva a acreditar, nesta analise, uma maior eficiéncia dos tratamentos propostos nas

doses de 40mg/kg e associacéo, em relacéo ao tratamento padrao utilizado.
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Figura 5 - Efeito do carvacrol na avaliagéo da distribuicdo do peso nas patas traseiras por meio do teste
weight bearing.

6.4 Analise das imagens radiogréficas

A avalicao radiogréfica foi realizada baseada nos Critérios de avaliacao descrito
através da classificacdo do grau radioldgico de osteoartrose de Kellgren e Lawrence
(KELLGREN JH, LAWRENCE JS,1957), como descrito na tabela 1.

As analises radiograficas dos joelhos dos animais, evidenciaram diferencas nos
graus, de acordo com os critérios de avaliacdo propostos no estudo, conforme
demonstrado na figura 9. O grupo saudavel e Sham apresentaram-se com espaco
articular preservado e sem sinais de proliferacdes 6sseas, 0 que caracterizou o score
- grau 0. E grupo Indometacina, classificado com o score - grau |, apresentou espago
intrarticular preservado e ostedfito marginal no condilo lateral da tibia, como
demonstrado na figura 10. O grupo carvacrol 20 mg/kg, caracterizado com o score -
grau lll, apresentou espaco intrarticular reduzido, areas de erosao articular,
proliferacdo Gssea, luxacdo do sesamoide do musculo popliteo — provavelmente por
edema sinovial ou instabilidade articular. O animal Carvacrol 40 mg/kg, score grau lll,
indicando, ostedfitos marginais, esclerose de 0sso subcondral, redugcédo de espaco
intrarticular e erosao de osso subcondral. O grupo associagéo apresentou score - grau
I — I, com redugéo de espaco intrarticular e osteofito marginal. A figura 11 demonstra
0 grupo controle negativo, score - grau IV, onde evidenciou-se osteofitos marginais

exuberantes, estreitamento dos espacos interarticulares, esclerose de o0sso
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subcondral, areas de erosdo na cartilagem, perda parcial do aspecto habitual das

estruturas, aumento de volume sinovial e luxacdo medial de patela.

Tabela 1 - Classificacdo do grau radiologico de osteoartrose de Kellgren.

Grau 0 Normal

Grau | Estreitamento do espaco articular duvidoso e possiveis
ostedfitos na borda

Grau Il Possivel estreitamento do espaco articular e osteofitos
definidos
Grau Il Definido estreitamento do espaco articular, multiplos ostedfitos,

alguma esclerose subcondral e possivel deformidade do

contorno 6sseo

Grau IV Notavel estreitamento do espago articular, severa esclerose
subcondral, definida deformidade do contorno 6sseo e presenca
de grandes ostedfitos

Fonte: Kellgren; Lawrence, 1957
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Figura 6 - Aspecto radiografico da articulacé@o do joelho direito apos o 21° dia de protocolo experimental.
Em A e A’- Grupo Saudavel - projegédo radiogréafica caudocranial e latero-lateral respectivamente; Em
B e B’ — Grupo Sham - projecgéo radiografica caudocranial e latero-lateral respectivamente; Em C e C’
— Grupo Indometacina - proje¢éo radiografica caudocranial e latero-lateral respectivamente.
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Figura 7 - Aspecto radiografico da articulacéo do joelho direito apds 0 21° dia de protocolo experimental.
Em D e D’- Grupo Carvacrol 20mg/Kg- projecdo radiografica caudocranial e latero-lateral
respectivamente; Em E e E’' — Grupo Carvacrol 40mg/Kg - projecdo radiografica caudocranial e latero-
lateral respectivamente; Em F e F' — Grupo Associacdo - projecéo radiografica caudocranial e latero-
lateral respectivamente.
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Figura 8 - Aspecto radiogréfico da articulagéo do joelho direito apds o 21° dia de
protocolo experimental. Em G e G- Grupo Controle negativo - projecao
radiografica caudocranial e latero-lateral respectivamente.

6.5 Hematologia

Nos hemogramas completos, ndo foi evidenciada nenhuma alteragdo nos
parametros hematologicos nos animais submetidos aos protocolos experimentais e

aos animais saudaveis.

6.6 Anédlise citocina TNF- alfa

A figura 11 mostra o efeito do carvacrol sobre o nivel de TNF-a. Com relagéo
ao grupo controle negativo foi observado aumento significativo no nivel TNF-a em
comparacdo ao grupo saudavel (p<0,0001). Enquanto o grupo indometacina,
apresentou diminuicdo significativa em relacdo ao grupo controle negativo,
(p<0,0001).

Observa-se que nos grupos tratados com carvacrol de 40 mg/kg e associacao
houve significancia estatistica quando comparados ao grupo controle negativo, o que
nos leva a inferir sobre a diminuicao da liberacdo deste mediador pro-inflamatorio. O
grupo tratado com carvacrol 20 mg/kg manteve o nivel de TNF-a aumentado, em
relacdo ao grupo controle negativo, ndo apresentando significancia estatistica entre
estes grupos. Para os grupos saudavel e associacao, Indometacina e associagéo, ndo

foi evidenciado significancia estatistica entre os mesmos, 0 que, pontualmente nesta
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analise, pode demonstrar eficiéncia, semelhante ao tratamento padréo utilizado, e até

préximo ao grupo saudavel.
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Figura 9 - Efeito do carvacrol sobre os niveis de TNF- a. *** p< 0.0005; **** p<0.0001

6.7 Analise citocina IL- 10

A figura 12 demonstra o efeito do carvacrol sobre o nivel de IL-10. Com relacéo
ao grupo Indometacina, foi evidenciado aumento significativo no nivel IL-10 em
comparacao ao grupo carvacrol 20 mg/kg (p<0,005). Observa-se que para a analise
do grupo indometacina, quando comparado com os grupos carvacrol 40 mg/kg e ao
grupo associacdo ndo demonstrou significAncia estatistica, o que nesta andlise, pode

evidenciar eficiéncia semelhante ao tratamento padrao utilizado.
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Figura 10 - Efeito do carvacrol sobre os niveis de IL- 10. ** p< 0.005

7 DISCUSSAO

A osteoartrite (OA) € uma doenca degenerativa associada a interrupcao da
sintese dos constituintes articulares e degradacao na cartilagem articular, que leva a
dor crénica e perda funcional dos movimentos articulares. E induzida por diversos
fatores, como sintese excessiva de citocinas inflamatorias e fatores mecéanicos. Entre
esses fatores, a acdo de enzimas degradantes de todas as classes mecanicistas
causa a perda de componentes da matriz extracelular (ECM), incluindo proteoglycans
e colageno, na cartilagem articular. As metaloproteinas matricial (MMPs) produzidas
por condrdcitos em resposta a fatores inflamatérios, incluindo interleucina (IL)-1p, IL-
6 e fator de necrose tumoral (TNF-a), desempenham papéis cruciais na remodelacao
de tecidos e no desenvolvimento da destruicdo da cartilagem articular em OA (CHOI

et al., 2019).

Por ndo haver uma uUnica maneira objetiva confiavel de avaliar a dor em
animais, muitas vezes seu diagnéstico acaba sendo baseado na associacdo de

avaliacdes subjetivas, requerendo observacgao cuidadosa. Recomenda-se, entretanto,
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gue as avaliacfes sejam avaliadas continuamente sempre por um mesmo observador,
visando reduzir o maximo de possibilidades diferentes entre os avaliadores (ALEIXO
et al., 2016).

Neste estudo foi avaliado o potencial terapéutico do carvacrol nas diferentes
concentracfes de 20, 40 mg/kg e associacdo de carvacrol 10 mg/kg + indometacina
1,25 mg/kg. Durante desenvolvimento desta pesquisa, observou-se uma melhora dos
sinais de dor com 0 aumento do limiar nociceptivo periférico através dos testes de Von
frey, rotarod e weight bearing. Ressalta-se que aqueles tratados com carvacrol de 40
mg/kg e os tratados com associacao de carvacrol 10 mg/kg + indometacina 1,25 mg/kg
apresentaram-se com significativa melhora, no qual também pode se confirmar com
os achados radioldgicos, pois carvacrol 40 mg/kg e associagdo apresentam graus de
osteoartrite menores, quando comparados aos aspectos radiolégicos dos grupos
controle negativo e carvacrol 20 mg/kg. Diante disso, (OLIVEIRA et al, 2019) relata
em seu estudo que a associacao da hibridizagdo carvacrol-ibuprofeno reduz a dose
ativa comumente utilizada na posologia farmacoldgica atual e pode diminuir efeitos
adversos do carvacrol e do ibuprofeno. O CVIB parece ser um composto promissor
para inflamacado crbnica ou crénica em dor inflamatéria, promovendo melhorias nas
propriedades anti-inflamatérias in vitro e in vivo, reduzindo a inflamacéo, migracao
leucocitaria, e a producdo de mediadores inflamatoérios. Assim este estudo reforca a
ideia da possibilidade de associar AINES com carvacrol, pode ser util para tratamentos
de doencas inflamatérias.

Na atividade locomotora dos animais induzidos com osteoartrite foi avaliada
pelo teste rota rod. Uma vez induzidos pelo MIA foi possivel inferir que a inducéo a
OA foi eficaz, pois ficou evidente que houve uma diminuicdo no escore das marchas
no D4, dia de estabelecimento do modelo de OA. ApdOs o inicio do tratamento
apresentaram melhora significativa do escore de marcha quando comparado ao grupo

controle negativo.

Outro teste realizado para a comprovacao do efeito antinociceptivo foi avaliagao
na alteracao da distribuicdo do peso da pata, realizado pelo teste weigth bearing. Em
nosso estudo, foi observada a presenca da diminui¢cdo da pressao da pata no D7 nos

animais induzidos a OA, resultados analogos ao de Pitcher et al. (2016) no qual a
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Injecdo do MIA induziu a referida sensibilidade mecéanica na pata traseira ipsilateral e
déficits de suporte de peso do membro induzido. No D14 e D21, o grupo carvacrol na
dosagem de 40 mg/kg e associacao, quando comparados aos animais nao tratados
(grupo controle negativo) pode-se observar diferenca estatisticamente significante, o
que nos leva a inferir que houve melhora quanto o aspecto da avaliacdo da
incapacitacdo nos diferentes tratamentos propostos. Estes resultados, podem ser
justificado, pela acdo do carvacrol como inibidor da producéo de 6xido nitrico (NO) e
prostaglandina E2 (PGE2) e diminuicao da expressao de NO sintase induzivel (iNOS)
e ciclooxigenase (COX-2), o que corrobora com relato de Xiao et al (2018), que
também relatou que o carvacrol t suprimiu 0s niveis de expressao proteica de matriz
metaloproteinase (MMP)-3 e MMP-13 em condrécitos humanos. Assim, o carvacrol
pode ter fungdes terapéuticas potenciais para o tratamento da AO.

O uso do MIA evidenciou uma diminuicdo do limiar doloroso nos testes de Von
Frey no D7, havendo assim um inicio do processo inflamatério. A pesquisa de
Beyreuther et al. (2007) que utiliza o teste de Von frey, pode justificar o possivel
resultado encontrado. Visto que na pesquisa estes autores concluiram que, durante a
primeira semana, a dor € induzida principalmente pela inflamacdo no modelo
iodoacetato, mas depois a inflamacédo desempenha apenas um papel menor na dor.
A hiperalgesia pode estar relacionada ao processo inflamatério, pois a inflamacéo
aumenta a sensibilidade das fibras A delta e C no local da inflamagéo. Isso aumenta
a excitabilidade dos neurbnios da medula espinhal, e é capaz de aumentar as
respostas sensoriais, incluindo os estimulos tateis normalmente inGcuos que sao
transportados pelas fibras A beta de limiar baixo. Estimulos nocivos provocam
alteracdes no SNC, modificando os mecanismos desencadeados pelos estimulos
aferentes. A estimulacdo persistente de nociceptores provoca dor espontanea,
reducédo do limiar de sensibilidade e hiperalgesia (WUTZKE et al., 2020). No D21 e
D28 do teste Von frey, o grupo carvacrol 40 mg/kg de forma parecida com o efeito da
indometacina, apresentou aumento no limiar nociceptivo, que incita a pensar em
melhoras hiperalgésicas. No contexto relacionado a intensidade do aumento do limiar
nociceptivo, a fim de estudar os efeitos sobre a resposta anti-inflamatério do carvacrol,
Xu et al .(2006) explicam que o carvacrol é forte agonista do TRPV3, um canal

iGnico que expressa nos ganglios da raiz dorsal, cérebro e medula espinhal e que tem
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sido implicado em hiperalgesia, inflamacao nos tecidos e possivelmente sensibilizacéo
da pele. Além disso, o carvacrol ativa e dessensibiliza rapidamente o TRPA1, o que

pode compreender sua modulacéo da dor.

O carvacrol € eficaz como composto analgésico em modelos nociceptivos,
provavelmente pela inibicdo de mediadores periféricos que podem estar relacionados
com seu forte efeito antioxidante observado in vitro (GUIMARAES et al., 2012). Ent&o,
0 carvacrol possui atividade antinociceptiva, e sua atividade pode contribuir
significativamente para o controle da dor. Esses efeitos sdo certamente associados a
inibicdo da prostaglandina sintese por carvacrol, tem importantes propriedades
hipernociceptivas e anti-inflamatérias mediadas pela inibicdo de producéo de citocina
pro-inflamatéria TNF-a também como inibir a liberacdo de NO (GUIMARAES et al,
2013). Estudos anteriores relataram uma grande variedade de efeitos bioldgicos do
carvacrol, como efeitos antiinflamatoérios, analgésicos e antitrombéticos que séo
atribuidos, pelo menos em parte, aos seus efeitos inibitérios sobre uma ou ambas as
ciclooxigenases (COXs), bem como a inibi¢do das vias de sinalizacéo do fator nuclear
(NF)-kB e das proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPK) ou a ativacédo do

receptor g ativado por proliferador de peroxissoma (PPAR-g).

O TNF-a é uma citocina de alto nivel que induz o catabolismo permitindo a
geracdo de enzimas proteoclasticas que destroem da cartilagem, produzida por
monaocitos e macrofagdcitos ativados, estimulando os osteoclastos reunidos na regiao

da reabsor¢do 6ssea topica, levando a processos inflamatérios (VARAS et al, 2015).

Com relacdo a avaliagdo dos niveis séricos de citocina, os resultados
mostraram a reducdo de mediador pro-inflamatorio (TNF-a) nos grupos tratados com
carvacrol de 40 mg/kg e associacdo quando comparados ao grupo controle negativo.
Este achado corrobora com resultados de estudos anteriores. O estudo de (Riaz et
al., 2022) investigou os efeitos do carvacrol em ratos com hiperuricemia induzida por
PO (mono-oxonato de potassio). Com grupos de tratamento, carvacrol 20 mg/kg ou
50 mg/kg e 10 mg/kg de alopurinol e obtiveram resultados que notavelmente se
assemelha com o resultados do presente estudo, visto que o tratamento com carvacrol
atenuou o aumento induzido por PO no nivel de TNF-a em ratos hiperuricémicos.

Assim como, observou-se que o tratamento com 50 mg/kg de carvacrol produziu
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resultados semelhantes ao tratamento com alopurinol. Concluiram que o carvacrol

alivia potencialmente o estresse oxidativo e a inflamacao induzidos pela hiperuricemia.
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8 CONCLUSAO

Diante do exposto, pode-se afirmar o carvacrol na dose de 40 mg/kg, e sua
associacdo com a indometacina, apresentou efeito antinociceptivo e anti-inflamatorio

no modelo experimental proposto.
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- ENCONIra-se de Acordo Oom 06 preceilos da L n® 11.734, de 8 de outubro de 2008, do Decroto
n® 6.893, de 15 de juiho de 20098, ¢ com as normas editadas peio Conselho Nacional de Controle
de Expenmentacio Animal (CONCEA), e fof considerado APROVADO pela Comissdo de Etica
no Uso de Animais (CEUA - UFMA) da Universidade Federad do Maranhdo, na reunido reakzada
om 24 ce feversiro de 2021,

Vie cenify that the proposal: ""ANTINOCICEPTVE AND ANTLINFLAMMATORY ACTIVITY OF
CARVACROL IN EXPERIMENTAL MODEL OF OSTEOARTHRITIS IN RATS™, Process n
Z3115.0047742021-69, under the responsibilty of Prof. Dr. Rafael Cardoso Carvaiho, which
invoives the production, mantenance and/or use of amais belonging %0 the phytum Chordata,
sub phylum Verneteata (extept humans beings) for saentiic research purposes (or leaching) - is
In accordance with Law No. 11,734 of October 8, 2008, Decroe No. 6396, of July 15, 2009, as
well as with e rules issued by the National Coundl for Control of Animal Experimentasion
(CONCEA), and was APPROVED by e Ethics Commitiee on Andimais Use of the Federal

University of Maranho (CEUA - UFMA), in meeting of February 24, 2021,

Fnalidade: Pesquisa Arex Cidéncias da Saode

Origem: Bictério Central da Universidade Federal do Maranhdo.

Espécie: Ratos Sexo: Machos Idade: 60 dias
Peso: 250 a 300g

UnhagemiRaga: Wistar {Raffus novergicus)

Local do experimento: Bictério Setonal da Pds-Graduaglo do Centro de Ciéncias Bicldgicas
da Sadde, Universidade Federal do Maranhdo - CCESIUFMAL

S50 Luis, 25 de janero de 2022
B&m_ﬂmm ..y\ma._DAmkv Socmcts sseredo Sgmmere:
Frod. Or. Bruno Arado Sera Puo it e vecs Hinle
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Ethyl Acetate Fraction of Bixa orellana and Its Component
Ellagic Acid Exert Antibacterial and Anti-Inflammatory
Properties against Mycobacterium abscessus subsp. massiliense
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Abstrack: Myambadteriion abscessis subsp. mnass Diesese (Mabs) causes chronic infections, which has led to
the reed for new antimyoobacterial agents. In this study, we investigated the antimycobacterial and
amiti-inHamma tory activities of the ethyl acetate faction of Bire orellans leaves (BoEA) and ellagic acid
{H Ak, Imsilioo ana |}rh.i.'|. Pn'd.irh'd that ElAc had koaw boode I':,r_. ik ot mufagl':nir Garea ﬂ'i:l'lﬁ:lsl':l‘l.ii'_. and
had antim icrobial and anti-inflam matory activities, Apparently, ELAc can inberact with OOX2 and Di-
hydrofolate reductase {DHFRp ene ymes, which could explain both aclivities. In vito analysis showed
that BoEA and ElAc eserbed antimicmbial activity agairet Mabs (minimum inhibibory concentmation
of 156, 156 mg/mL and bactericidal comcentration of 625, 3.12 mg/mL, respectively. Clani thromyecin
showed MIC and MBC of 1and 6 pg/mL). Treatmentwith BoEA or ElAc increased survival of Tendrio
molitar larvae after lethal infection with Mabs and reduced camageenan-induced paw edema in mice,
aroumd 40% of edema volume after the fourth hour, similardy to diclefenac. In conclusion, BoEA and
El A¢ exert antimicrobial effectsagairst Mibs and have anti-inflammatory effects, making them poten-
Hal sources of antimycobacterial drugs. The bidogical activilies of ElAc may be due bo ils high binding
affimities predicted for COX2 and DHFR ereymes.

Keywords: Bixa ol bloprospecing in silico: Termebro siolilor; ant-my cobacteria actvity;
anti-inflimmatory activity

Aulibintics 2022, 11, 817, hitps-fidai_or g 1038 0antbiotic 11060817
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REVIEW Open Access

Flavonoids, alkaloids and saponins: are Qa
these plant-derived compounds an -
alternative to the treatment of rheumatoid
arthritis? A literature review

Luis Angelo Macedo Santiago’, Roberval Mascimento Moraes Neto®, Ana Caroline Santos Ataide”,
Démaris Cristing Sousa Carvalho Fonseca®, Enlo Femandes Aragio Soares®, Joky Cortez de S Sousa’,
Renata Mondego-Oliveira’, Rachel Melo Ribeira®, Maria do Socorro de Sousa Cartagenes’,

Lidio Gongalves Lima-Meto®, Rafael Cardoso Cavalho® @ and Eduardo Martins de Sousa*

Abstract

Rheumatoid arthritis (RA) is 2 systemic inflammatory disease characterized by synovial inflammation leading to
progressive joint erosion and, eventually, joint deformities. RA treatment includes anti-inflammatories,
conticostercids, synthetic disease-medifying antirheumatic drugs {DMARDs), and immunosuppressants. Drug
adrministration is associated with adverse reactions, as gastriointestinal ukcers, cardiovascular complications, and
opportunistic infections. Wheretore, different plant-derived phytoche mical compounds are studied like new
therapeutic approach to treatment of RA Among the phytechemical compounds of plants for treatment of RA,
flavoncids, alkaloids and saponins are related for present anti-inflammatory activity and act as physiclogical and
metabolic regulaters. They have low toricity compared te other active plant compounds, <o their therapeutic
properties are wide by studied. The intention of the review is to present an cverview of the therapeutics of
flavenoids, alkakeids, and saponins for RA An extensive literatune sunvey was undertaken through different online
platforms:

Pubhed, SCELQ, and Virtual Health Library databaces, to identify phytochemical compounds usad in RA treatment
and the descriptors used were medicinal plants, herbal medicines, and rheumatoid arthritis. Seve nty-five research
and review articles were found 1o be apt for inclusion into the review. The present study summarizes the
phytochemicaks isolated from plants that have therapeutic effects on RA madels, in vitre and in wiwa. The studied
substances exerted anti-inflammatory, chondno protective, immuneregulatery, anti-angicgenic, and antioxidant
activities and the most compounds possess good therapeutic properties, valuable for further research for treatment
of A

Keywords: Phytochemical compounds, Flavonoids, Alkaloids, Saponins, Aricular dissase
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