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RESUMO

A Osteoartrite (OA) é a forma mais prevalente de doenca reumatica, que acomete
articulagdes como o joelho, tendo a dor como um dos sintomas mais frequentes
entre os pacientes. Tradicionalmente, os farmacos utilizados para o tratamento da
OA nao reduzem os danos articulares, além de apresentarem diversos efeitos
colaterais. Um farmaco estudado para este fim é a diacereina (DIA), ela proporciona
efeitos anti-osteoartriticos e condroprotetores, inibe a atividade da IL-1B e a
migragcado celular, além disso, estudos evidenciam que a DIA gera alivio da dor
articular em individuos com OA. Todavia, seus efeitos ainda nao foram bem
estabelecidos. Portanto, pesquisas que relacionem o uso desse farmaco e suas
implicacdes em modelos de OA sdo necessarias. Este trabalho visa estender e
analisar a agao farmacolégica da DIA no controle da OA utilizando um modelo de OA
induzida pela injecdo intra-articular (i.a.) de CFA (adjuvante completo de Freund) no
joelho de ratos. O CFA induziu hipersensibilidade e inflamagéo por cerca de 20 dias,
além de derrame articular e alteracdbes na membrana sinovial e cartilagem,
observados na histologia. Adicionalmente, a DIA (30 mg/kg, v.o., diariamente), inibiu
de forma significativa a alodinia mecéanica (inibicdo de 58 + 10% a 87 + 3%) e
térmica (inibicdo de 66 + 12 % a 87 + 8 %) induzida pela injegcdo i.a. de CFA.
Também reduziu o escore de dor espontanea, inibiu a nocicepgao verificada pela
porcentagem de vocalizacédo (41 + 11% a 83 + 5) e o edema articularem 40 £+ 9 % a
60 £ 6%. Além disso, a DIA reduziu as altera¢des histoldgicas induzidas pelo CFA
apo6s 3, 15 e 23 dias de tratamento. Desta forma, o presente trabalho estende os
dados descritos na literatura e demonstra que a DIA (na dose de 30 mg/kg) é capaz
de reduzir os danos articulares (derrame articular, alteragbes na membrana sinovial
e cartilagem) e a nocicepgao (alodinia mecanica e térmica e nocicepgao
espontanea) associados a OA induzida pelo CFA em ratos.

Palavras-chave: Monoartrite; Diacereina; Alodinia; Nocicepgéo.



ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is the most prevalent form of rheumatic disease which affects
joints like the knee, with pain as one of the most frequent symptoms among patients.
Traditionally, drugs used for treatment of OA do not reduce joint damage, and have
several side effects. A drug studied for this purpose is diacerein (DIA), which
provides anti-osteoarthritic and condroprotective effects and inhibits the activity of IL-
18 and cell migration. Additionally, studies show that DIA promotes joint pain relief in
individuals with OA. Nevertheless, its effects have not been well established,;
therefore, studies which investigate the use of this drug and its implications in models
of OA are necessary. This study aims to examine the pharmacological effect of DIA
in the control of OA using a model of OA induced by intra-articular injection (i.a.) of
CFA (complete Freund's adjuvant) in the rat knee. CFA induced hypersensitivity and
inflammation for about 20 days, as well as joint effusion and changes in synovial
membrane and cartilage, observed on histology (histological evaluations). Moreover,
DIA (30 mg/ kg, orally, daily), significantly inhibited mechanical (58 + 10% / 87 + 3%)
and thermal (66 + 12 % / 87 + 8 %) allodynia induced by injection of CFA, inhibited
nociception in 83 £ 5 to 41 £ 11%, verified by the percentage of vocalization, in
addition to reducing the score for spontaneous pain and joint swelling in 60 + 6 to 40
+ 9 %. Furthermore, DIA reduced the histological changes induced by CFA after 3,
15 and 23 days of treatment. In short, this study extends the data described in the
literature and shows that DIA (in the dose of 30 mg/kg) reduces the joint damage
(joint effusion, changes in cartilage and synovial membrane) and nociception
(mechanical and thermal allodynia and spontaneous nociception) associated with OA
induced by CFA in rats.

Keywords: Osteoarthritis; Diacerein; Allodynia; Nociception.
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1 INTRODUCAO

1.1 Estrutura e funcédo articular

As articulacbes séo regides de unido entre quaisquer das partes rigidas
(ossos ou cartilagens), formando estruturas distintas, classificadas estruturalmente
conforme o tipo de material que une os ossos articulados (MAO, 2005).

Existem trés tipos de articulagdes: fibrosas, cartilagineas e sinoviais. As
articulagdes fibrosas sao formadas por tecido fibroso. Fazem parte dessas
articulagbes as suturas cranianas, a gonfose (entre os alvéolos da maxila ou
mandibula e os dentes) e as sindesmoses. As articulagbes cartilagineas sdo unidas
por cartilagem ou por uma combinagcdo de cartilagem e tecido fibroso. Estas
articulagdes incluem as sinfises (pubica e dos corpos vertebrais) e as sincondroses.
(FILHO et al., 1994; MAO, 2005).

As articulagdes sinoviais sdo do tipo mais comum. Proporcionam
movimento livre entre os 0ssos que unem e caracterizam quase todas as
articulagbes dos membros. Estas articulagdes sdo denominadas sinoviais porque
contém uma substancia lubrificante chamada liquido sinovial que é produzido pela
membrana sinovial. Sao caracteristicas distintas da articulagdo sinovial a presenca
de cavidade articular, extremidades Osseas revestidas por cartilagem articular e
estarem envolvidas por capsula fibrosa revestida internamente por membrana
sinovial. A camada interna, ou membrana sinovial, € pregueada e reveste toda a
cavidade, exceto a cartilagem das superficies articulares. Ela é constituida por tecido
fibroadiposo frouxo e vascularizado revestido por células ora plano ou
pavimentadas, ora cubicas, sem estruturas juncionais, que se localizam entre as
fibras colagenas e formam as vezes, vilosidades com capilares sanguineos. Além
disso, sdo encontrados a partir das pregas internas da membrana sinovial, os sacos
pediculados os quais s&o denominados bursas (FILHO et al., 1994).

Estas articulagdes também podem ser reforcadas por ligamentos

formados por tecido conjuntivo denso modelado e que normalmente tem como
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fungdes unir um 0sso ao outro, dar estabilidade ao corpo e impossibilitar movimentos
indesejados.

Estes ligamentos podem ser capsulares, intracapsulares ou
extracapsulares. Quando as superficies dos ossos sao incongruentes, algumas
articulagdes sinoviais apresentam meniscos ou discos articulares fibrocartilaginosos.
Um disco ou menisco estd presente diretamente entre os céndilos. Assim, um
condilo é definidamente constituido por dois diferentes tecidos: cartilagem articular e
osso subcondral (MAO, 2005).

Em uma tipica articulagéo sinovial, os ossos articulares encontram seus
respectivos condilos, cada um deles constituido por cartilagem articular que esta
ancorada ao osso subcondral (Figura 1) (MAO, 2005).

Através da microscopia eletronica, podem ser identificados alguns tipos
celulares ou sinoviécitos: a) célula A ou M, semelhante ao macréfago, sendo a mais
freqUente, possuindo enzimas lisossdbmicas e apresenta intensa atividade fagocitica
e b) célula B ou F, que se assemelha ao fibroblasto, tem reticulo endoplasmatico
rugoso abundante e sintetiza acido hialurénico (FILHO et al., 1994).

A cartilagem articular € avascular, resistente, e ndo mineralizada
(GRODZINSKY et al., 2000; GUILAK; MOW, 2000; CHAO; INOUE, 2003; WONG ;
CARTER, 2003). Ela é adaptada para suportar e absorver grandes choques e
tensdes e mostra condrécitos em disposicdo zonal organizada em uma matriz
composta de 68 a 85% de seu peso em agua, que € responsavel pela elasticidade
do tecido cartilaginoso (FILHO et al., 1994). Diferentemente, o osso subcondral é
vascular, rigido e mineralizado (ZYSSET et al., 1999; BURR, 2004). No entanto, a
cartilagem articular e o osso subcondral trabalham juntos harmoniosamente para
executar algumas das mais diversificadas fungdes entre os mamiferos terrestres:
locomogéo e mastigagdo, os quais geralmente sao atividades motoras especificas
(MAO, 2005).

Preenchendo a cavidade articular, ha liquido sinovial, incolor e viscoso,
formado de transudato e acido hialurénico, que promove a lubrificagado e facilita o
deslizamento das superficies articulares (FILHO et al., 1994).

A articulacdo do joelho € uma articulagdo sinovial tipica, pois apresenta
basicamente todos os componentes que podem ser encontrados nesse tipo de

articulagao (Figura 1).
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Figura 1 — Articulagéao do joelho no plano parasagital.

Mostrando o céndilo femoral distal e proximal formando, com o céndilo tibial, uma articulagdo do tipo
sinovial (joelho). Os ligamentos cruzados (anterior e posterior) sdo ambos intracapsulares. A cavidade
articular contém liquido sinovial. Adaptada de Mao (2005).

1.2 Doencas Articulares

As doencgas articulares sao muito freqlientes e constituem uma das
principais causas de incapacidade fisica temporaria ou permanente. Elas englobam
um grande numero de doengas que apresentam similarmente comprometimento do
sistema musculoesquelético, ou seja, ossos, cartilagem, estruturas peri-articulares
(localizadas préximas as articulagdes, como tenddes, ligamentos e fascias) e/ou de
musculos. Sao altamente prevalentes e afetam aproximadamente 3 a 8% da
populacdo mundial e representam a terceira causa de todas as consultas médicas,
provocando maior incapacitacao que doengas cardiacas e o cancer. Cerca de um
quarto da populagdo adulta sofre de algum problema relacionado as estruturas

musculoesqueléticas, que resulta em importante impacto médico, social e
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econdmico. Isto deve-se a significativa frequéncia na populagao, afastamento do
trabalho e gasto do dinheiro publico (FILHO et al., 1994).

As doencgas reumaticas representam grande desafio para o tirocinio
clinico, devido a cronicidade, variabilidade, tendéncia a exacerbar e regredir,
complexidade bioquimica e imunoldgica, patogenia desconhecida, resposta variavel
aos tratamentos especificos e inUmeros outros efeitos sobre o estilo de vida dos
pacientes. As relagdes familiares, a auto-imagem e a capacidade de obter emprego
se combinam para complicar a equacao terapéutica (WYNGAARDEN; SMITH;
BENNETT, 1993).

Segundo relatério da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), as
condi¢cdes reumaticas ou musculoesqueléticas compreendem mais de 150 doencas
e sindromes que sao frequentemente progressivas e associadas a dor. A maioria
das doengas reumaticas € provocada por microrganismos (ex. Staphylococcus
aureus e Staphylooccus epidermis) e podem, de maneira geral, ser classificadas
como doencas articulares ou artropatias, incapacidade fisica, alteracdes espinhais e
condigbes resultantes de traumas. Alteragbes nas condigdes musculoesqueléticas
sdo as causas mais importantes da morbidade e incapacidade, ocasionando
enormes gastos com a saude e perda do trabalho. Dentre as condigbes com maior
impacto na sociedade incluem-se a artrite reumatdide, as osteoartrites, as
espondiloartropatias (espondilite anquilosante, artrite reativa, etc.), a osteoporose, as
alteragdes espinhais e o trauma severo de membros (TILL; SNAITH, 1999; Relatério
da OMS: O impacto das doengas musculoesqueléticas no inicio do novo milénio,
2003).

A Osteoartrite € a principal causa de deficiéncia cronica em articulagdes
sinoviais, afetando cerca de 70 milhdes de pessoas nos Estados Unidos (KRAUS,
1997; LAWRENCE et al., 1998). O custo do tratamento da artrite e condigdes afins
dos Estados Unidos da América é superior a 65 bilhdes de dolares por ano (MAO,
2005).
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1.2.1 Osteoartrite

Osteoartrite (OA) é a forma mais prevalente de doenca reumatica, € a
doenca articular mais comum em todo o mundo e em alguns paises torna-se
problema de saude publica. Em populagbes ocidentais, evidéncias radiolégicas de
OA estao presentes na maioria das pessoas de 65 anos de idade e em 80% das
pessoas com mais de 75 anos, sendo a causa mais frequente de morbidade e de
incapacidade em pacientes idosos. Em paises como os Estados Unidos da América,
esta doenga constitui a segunda causa de incapacidade ocupacional em homens
com mais de 50 anos, sendo superada apenas pela isquemia cardiaca. Ela
corresponde a um numero de ocupacao hospitalar maior que o da artrite reumatdide.
(LOHMANDER, 2000; FRONTERA; DAWSON; SLOVIK, 2001; HINTON et al., 2002;
DENNISON ; COPER, 2003; TORRES ; CICONELLI, 2005).

A OA é definida pelo American College of Rheumatology como sendo “um
grupo heterogéneo de condigdes que produzem sinais e sintomas articulares
associados a integridade da cartilagem articular, somados as alteragdes nas
margens do osso subcondral” (ALTMAN et al., 1986).

Recentemente, considera-se que a articulagéo inteira é afetada na OA,
bem como ligamentos, membrana sinovial e musculos periarticulares (KEUTTNER;
GOLDBERG, 1995). Creamer e Hochberg (1997) sugerem o termo doenga
osteoartritica, pelo fato dos fatores de risco, fisiopatologia e caracteristicas clinicas
variarem nos pacientes, assim como nas articulagdes afetadas.

Esta doenca reumatica € caracterizada pela perda progressiva de
cartilagem articular, dor (GUZMAN et al., 2003), alteracbes no osso subcondral e
proliferacdo e formacao de ostedfitos (KOBAYASHI et al., 2003; MORENKO et al.,
2004).

A degeneragao da cartilagem articular é a alteragdo mais caracteristica e
importante da OA. O aparecimento de fissuras verticais (fibrilacdo) da matriz,
ulceragdes e exposicdo do osso subcondral sdo os principais fendmenos ocorridos
na degeneracado da cartilagem, associados a hipertrofia 6ssea, com formagao de

osteofitos. Em estagios clinicos da doenca, sado observadas alteragdes na
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membrana sinovial, normalmente em conjunto com reagdes inflamatérias
(PELLETIER, 2003).

Esta doenca reumatica degenerativa acomete articulagbes sinoviais, entre
elas o joelho, estando associada a dor, rigidez articular, deformidade e progressiva
perda de fungdo, o que afeta o individuo em dimensdes organicas, funcionais,
emocionais e sociais (PETERSSON; JACOBSSON, 2002; DIAS; DIAS; RAMOS,
2003; DE FILIPPIS et al., 2004; BUCKWALTER; SALTZMAN; BROWN, 2004).

A OA pode ser classificada em primaria (idiopatica) e secundaria
(associada a condigao conhecida), sendo que alguns fatores sao reconhecidos como
provaveis causas da OA secundaria, como alteragdes metabdlicas e anatdmicas,
trauma em ligamentos cruzados ou meniscos, cirurgias articulares ou artropatia
inflamatoéria prévia (artrite reumatéide) (MANKIN; BRANDT; SHUMAN, 1986;
DENNISSON; COOPER, 2003).

1.2.1.1 Epidemiologia e fatores de risco

A incidéncia de osteoartrite aumenta com a idade. Homens e mulheres
sdo igualmente afetados pela doenga, no entanto, os sintomas ocorrem
precocemente € com maior severidade nas mulheres. Antes dos 50 anos, a
prevaléncia € maior no sexo masculino, como resultado de traumas sofridos com a
pratica esportiva ou ocupacional. Porém, apds os 50 anos, as mulheres sao mais
frequentemente acometidas, principalmente nas articulagdes das méaos e joelhos.
(HINTON et al., 2002).

Dentre os principais fatores de risco pode-se destacar: idade acima de 50
anos, alta densidade mineral Ossea, historia de imobilizagcdo, instabilidade ou
hipermobilidade articular, neuropatia periférica (HINTON et al., 2002), sexo feminino,
indice de massa corporal elevado, hereditariedade e fatores mecanicos como
traumas, atividade fisica pesada e sobrecarga no trabalho (FELSON, 2000).

A OA, no Brasil, ocupa o terceiro lugar na lista dos segurados da

Previdéncia Social que recebem auxilio-doenga, ou seja, 65% das causas de
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incapacidade estando atras somente das doengas cardiovasculares e mentais
(MARQUES; KONDO, 1998).

Com os avangos da biologia molecular, alguns defeitos genéticos e suas
implicagdes fenotipicas, estdo sendo estudados e mutagcdes do gene do colageno
tipo Il (COL2 A1) é um dos exemplos de defeitos genéticos que podem estar
associados em algumas familias de individuos que manifestaram prematuramente a
doencga osteoartritica (RADOMINSKI, 1998). Assim, a historia familiar pode ser
considerada fator de risco, porém, esse defeito genético ndo é encontrado
amplamente em outros portadores de osteoartrite (SPECTOR; CICUTTINI; BAKER,
1996).

1.2.1.2 Cartilagem articular e alteragdes na OA

A cartilagem articular € essencial para o movimento normal das
articulagdes, tendo em sua composigao, condrécitos imersos em matriz extracelular,
que sao responsaveis pela biossintese, homeostase e catabolismo da mesma. A
rede de colageno perfaz 50 a 60% do peso seco da cartilagem articular
(HEINEGARD; OLDBERG, 1989).

Na camada superficial da cartilagem, as fibras colagenas e condrdcitos
estdo dispostas paralelamente a superficie, enquanto nas camadas mais profundas,
as fibras colagenas se dispdem de modo randdmico, e sustentam unidades verticais
contendo condrécitos dispostos em filas. Nas camadas basais da cartilagem, as
fibras colagenas estdo verticalizadas se inserindo na superficie do osso subcondral
(WOLLHEIM, 2003).

A cartilagem articular adulta € um tecido aneural constituido de
condrécitos que representam 2% do tecido cartilaginoso dispersos em abundante
matriz extracelular com 65-80% de agua e 20 a 35% de solidos. O conteudo de agua
€ criticamente balanceado pelo conteudo de colageno e cadeias de proteoglicanos
negativamente carregados permitindo um equilibrio osmético ativo. O conteudo de
agua retido nas malhas de proteoglicanos confere resisténcia a compressao tecidual
(WOLLHEIM, 2003).
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A matriz cartilaginosa € o maior componente da cartilagem articular. Nela
moléculas de colageno tipo Il se reunem para formar fibras colagenas, que sao
estaveis e tém longa vida. A meia vida estimada da fibra colagena é de 100 anos
enquanto a do agrecan € de 5 anos (MAROUDAS; PALLA; GILAV, 1992;
MAROUDAS et al, 1998). No entanto, até hoje ndo se conhecem adequadamente os
fatores que orientam a reunido das moléculas de colageno em fibrilas que resultam
nas suas dimensodes especificas. De fato, existem mais de quarenta proteinas nao
colagenas da matriz, porém a principal delas e maior € o agrecan (DOEGE et al,
1991).

Leves mudangas no conteudo e qualidade dos componentes organicos da
matriz extracelular da cartilagem afetam seu conteudo de agua e consequentemente
sua funcado. Os condrdcitos se nutrem da matriz e sdo responsaveis pela fabricacao
e degradagao de seus componentes, eles produzem o colageno tipo Il, que é o
componente mais importante e mais abundante da fibra colagena, mas também
produzem colagenos tipo Xl e IX. Hd uma compartimentalizacdo da matriz onde se
pode observar composi¢cdes diversas de elementos. A matriz justaposta ao
condrdcito, pericelular, e a que vem em seguida, territorial, sdo as regides
metabolicamente ativas. A matriz interterritorial é inerte e inclui 90% da matriz adulta
(BRANDT; DOHERTY; LOHMANDER, 2003).

O colageno tipo X é produzido nas zonas de cartilagem de crescimento e
na zona de transigdo cartilagem-osso, ele é sintetizado por condrdcito hipertrofico
restrito a periferia da cartilagem calcificada cobrindo o osso subcondral. O colageno
tipo VI é encontrado na cartilagem adulta, ndo existindo na embrionaria. Estes
colagenos séao particularmente abundantes na osteoartrite. Outros colagenos podem
ser vistos em menores quantidades, como os colagenos lll, VIl e XIV. O tipo Il é
visto somente na cartilagem osteoartritica (BRANDT; DOHERTY; LOHMANDER,
2003).

As alteragdes da estrutura da cartilagem que ocorrem na osteoartrite
foram bem descritas como: (1) aumento da hidratagao da cartilagem; (2) diminuigéo
da concentragdo de proteoglicanos e concentragdo de colageno; (3) aumento da
proliferacdo de condrdcitos, da atividade metabdlica e da espessura de osso
subcondral (LOESER, 2000).

A cartilagem de um individuo com OA é capaz de produzir mediadores

inflamatdrios, particularmente a IL-1 (interleucina 1), o TNF-a (fator de necrose
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tumoral a), a PGE2 (prostraglandina 2) as metaloproteinases de matriz 1,3,7,9,10 e
13. Estes mediadores mantém-se ativados por mecanismos autécrino e paracrino,
alterando o metabolismo da matriz cartilaginosa favorecendo sua destruicao (ATTUR
et al., 2003).

Esta também é capaz de produzir NO (6xido nitrico), que inibe a
polimerizagéo da actina que afeta a adeséao celular e a fagocitose, inibe a sintese da
matriz e promove a apoptose de condrécitos (KOBAYASHI et al., 2001).

Diversos fatores estdo implicados na regulagéo da sintese e degradagao
da cartilagem, no entanto, a orquestracéo de atividades supressoras e estimuladoras
pelas citocinas no condrdcito ndo estda completamente esclarecida (WOLLHEIM,
2003).

A deplecdo da agrecana € evento precoce na osteoartrite. Assim, o
entendimento de como esta degradacdo acontece é essencial para o
desenvolvimento de drogas adequadas para prevenir a evolugdo da osteoartrite.
Trés enzimas (metaloproteinases) sdo capazes de degradar o agrecan: ADAMTS 1,
ADAMTS 4 e ADAMTS 5, sendo que a inativagao da ADAMTS 1 nao protege o
animal da artrite experimental e a auséncia de ADAMTS 4 em ratos parece nao ter
efeito protetor contra a osteoartrite. No entanto, a ADAMTS 5, pode ser a principal
agrecanase em modelo animal (KARSENTY, 2005).

A colagenase 3 ou metaloproteinase 13 pode degradar o agrecan entre os
dominios G1 e G2. Atualmente conhecem-se colagenases (MMP1, 8, 13),
gelatinases (MMP 2, 9), estromelisinas (MMP3, 10, 11) além de 6 tipos conhecidos
de metaloproteinases tipo membrana. Estas enzimas existem em formas inativas e
precisam de varias etapas e estimulos para sua ativagdo (GROSS; LAPIERE, 1962;
MENGSHOL; MIX; BRINCKERHOFF, 2002).

Além da cartilagem, a membrana sinovial na OA também apresenta
alteracbes. Dentre essas alteracdes pode-se destacar espessamento sinovial,
aumento da vascularizagao e infiltracdo celular inflamatéria nas membranas sinoviais
em todos os graus de OA, até mesmo com identificacao de IL-1qa, IL-18 e TNFa. A
sinovite, a similaridade do que ocorre na artrite reumatoide, esta presente e provoca

producao de interleucinas, todavia, é discreta e episoédica (SMITH et al., 1997).
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1.2.1.3 Caracteristicas gerais da OA

As articulagbes mais afetadas e que apresentam mais sintomas séo as
articulagbes apofisarias da coluna, interfalangeanas distal e proximal,
carpometacarpiana, primeira articulagdo metatarsofalangeana e as articulagbes do
joelho, quadril e patelofemoral (FRONTERA; DAWSON; SLOVIK, 2001).

Os pacientes com envolvimento precoce apresentam rigidez articular,
tendo destruicdo progressiva da cartilagem, crepitagao (ruido sobre areas Osseas e
articulares lesadas) e dor quando sobrecarregam a articulagdo afetada. Ainda
ocorrem contraturas secundarias em torno da articulacdo envolvida e das
articulagbes contiguas. A dor é um sintoma prevalente e relaciona-se ao
comprometimento (inflamagédo) dos tecidos adjacentes como, capsula articular,
ligamentos, membrana sinovial e osso subcondral. Geralmente piora com o passar
do dia, essencialmente nas articulagcbes que sustentam peso. A amplitude de
movimento e a forca muscular sofrem importante diminuicdo, o que interfere de
maneira significativa nas atividades de vida diaria. Rigidez matinal também é uma
queixa frequente dos pacientes, que embora seja breve, pode ser incapacitante em
alguns casos, assim como a rigidez pés-inatividade (MARQUES; KONDO, 1998).

Sintomas como dor articular, sensibilidade, limitagdo de movimento,
crepitacédo, efusdo ocasional, e variaveis graus de inflamagao local (sem efeitos
sisttmicos) também s&o caracteristicos da doenca. Patologicamente, ela é
caracterizada por perda de cartilagem irregularmente distribuida, mais frequente em
areas de sobrecarga, esclerose de osso subcondral, cistos subcondrais, ostedfitos
marginais, aumento do fluxo sanguineo metafisario, e variavel inflamacéo sinovial.
Histologicamente, a OA €& caracterizada precocemente por fragmentacdo da
superficie cartilaginosa, proliferagdo de condrdcitos, fendas verticais na cartilagem,
variavel deposicao de cristais, remodelacao, e ocasional violagcdo da linha limitrofe
entre cartilagem e osso subcondral por vasos sanguineos. Existe também uma
tentativa de reparo, particularmente com a formagéao de ostedfitos, e mais tarde pela
perda total de cartilagem, esclerose e osteonecrose focal do osso subcondral.
Biomecanicamente, a doenca é caracterizada por alteracdo das propriedades

compressiva e ténsil e reducdo da permeabilidade hidraulica da cartilagem com
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aumento de agua e edema excessivo, onde estas alteragbes cartilagineas séao
acompanhadas por aumento da rigidez do osso subcondral. Bioquimicamente, a
doencga é caracterizada por redugao na concentragdo de proteoglicanos, possiveis
modificagdes no tamanho e agregacao de proteoglicanos, alteracdo no tamanho e
conformagdo da fibrila colagena, e aumento da sintese e degradacdo de
macromoléculas da matriz (BRANDT, 1989).

A incapacidade funcional na OA é um processo complicado que envolve a
interacdo de diversos fatores, dentre eles, a gravidade da doenca, doengas
associadas como depressao, doengas cardiacas e pulmonares, fatores sociais e
ambientais (ETTINGER; AFABLE, 1994), nivel de dor, obesidade e diminuigdo da
forca muscular do membro inferior (CREAMER; LETHBRIDGE-CEJKU;
HOCHBERG, 2000). As caracteristicas radiograficas convencionalmente utilizadas
para definir OA incluem estreitamento do espaco articular, formagédo de ostedfitos,
esclerose subcondral, cistos subcondrais e anormalidades no contorno 6sseo, porém
cerca de metade dos pacientes com estas alteracbes nao apresentam sintomas
(HOCHBERG et al., 1989). Quando sintomatica a queixa mais comum dos pacientes
é a dor, sendo esta a principal causa de consulta médica (BRANDT, 1989). E dificil
localizar a dor em uma area restrita da articulagao, além disso, pacientes com OA
nos joelhos relatam dor em toda a articulagdo (CREAMER; LETHBRIDGE- CEJKU;
HOCHBERG, 1998).

1.3 Dor

Dentre os varios mecanismos de controle da homeostasia do organismo,
a dor exerce uma fungao importante, pois seu papel fisiolégico € alertar sobre as
possiveis ameagas ao bem estar e a integridade do organismo, e reter nossa
atengcdo até que a causa de sua ativagdo tenha sido identificada e afastada
(CHAPMAN; GAVRIN, 1999; WALL, 1999). A dor é um sinal importante para a
deteccdo e avaliagdo de inumeras doengas, bem como para induzir um
comportamento de precaugao e, consequentemente, limitagdo de danos (MILLAN,
1999; WOOLF, 2000; ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK et al., 2004). A Associagéo
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Internacional para o Estudo da Dor a define como “uma experiéncia emocional e
sensorial desagradavel associada a lesao tecidual real ou potencial ou descrita em
termos de tal lesdo” (LOESER; MELZACK, 1999). Pode-se entédo relacionar um
componente fisioldgico e outro psicoldgico ou emocional, e a jungdo de ambos sao o
que os humanos entendem como sendo dor. Portanto, em animais avalia-se a dor de
forma indireta, sendo que ndo ha aparatos que permitam mensurar algum
componente emocional advindo deles. Avalia-se somente o componente fisiolégico,
ao qual se denomina nocicepgao (TJILSEN; HOLE, 1997). A dor reflete a ativagao
de receptores sensoriais denominados nociceptores, os quais sao sensibilizados
quando o estimulo é potencialmente danoso, ou seja, excedem uma determinada
faixa que é a considerada fisiolégica ou estimulo inécuo (BURGESS; PER, 1967;
MILLAN, 1999).

Sherrington, a mais de um século atras, propds a existéncia do
nociceptor, que seria um neurbnio sensorial primario ativado por estimulos capazes
de gerar dano tecidual. Os nociceptores tém limiares caracteristicos que os
distinguem de outras fibras nervosas sensoriais, pois estdo amplamente distribuidos
na pele, vasos, musculos, articulagbes e visceras e s&o sensiveis a estimulos
térmicos, mecanicos e quimicos. Ainda existem os nociceptores silenciosos (“silent”
ou “sleeping”), que compreendem uma pequena proporgao das fibras aferentes. Eles
normalmente ndo sao responsivos a estimulos. Contudo, quando sofrem influéncia
de mediadores inflamatérios, ou apds a administracéo de agentes flogisticos, podem
apresentar atividade espontanea ou tornar-se sensibilizados e responderem a
estimulos sensoriais (JULIUS; BASBAUM, 2001).

Os nociceptores podem ser sensibilizados pela mudanga de temperatura,
ou seja, estimulo nocivo térmico, diferenca osmodtica ou distensdo do tecido
(estimulo nocivo mecanico), os quais induzem a liberagdo local de mediadores
quimicos como bradicinina, proétons, serotonina, histamina, metabdlitos do acido
araquidénico, ATP, adenosina, citocinas, aminoacidos excitatérios, SP (substéncia
P), NO, opidides e acetilcolina, entre outros (JULIUS; BASBAUM, 2001; GRIFFIS;
COMPTON; DOERING, 2006). Estes mediadores interagem com receptores
especificos e levam a propagacado do sinal nociceptivo gragcas ao aumento na
permeabilidade da membrana neuronal a cations e consequente geracdo do
potencial de agdo (CARLTON; ZHOU; COGGESHALL, 1998; PASERO; PAICE;
McCAFFERY, 1999; RAJA et al., 1999). Estes mediadores podem ainda ser
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liberados por fibras simpaticas e por células nao neuronais como células endoteliais,
fibroblastos, células de Schwann e células inflamatérias ou por plaquetas (BESSON,
1997).

A estimulacdo dos nociceptores periféricos faz com que a informacgéao
nociceptiva seja levada por fibras aferentes até o SNC. Os axénios das fibras
nociceptivas, localizados em nervos periféricos, estendem-se de seus corpos
celulares, reunidos no ganglio da raiz dorsal, e bifurcam-se para enviar
prolongamentos concomitantemente a medula espinhal e aos tecidos corporais
(MILLAN, 1999).

As fibras aferentes primarias sao classificadas por critérios funcionais e
anatdmicos, como velocidade de conducdo, didmetro e grau de mielinizacdo.
Neurdnios mais mielinizados, com maior didmetro e que apresentam maior
velocidade de condugdo sao as fibras AB. Elas respondem ao leve toque ou
movimento e sdo importantes para informar a posicdo do corpo no espaco
(propriocepgao). Essas fibras sdo encontradas nos nervos que inervam a pele e em
condigdes fisioldgicas ndo contribuem para a sensagao dolorosa. Ainda existem dois
outros tipos de aferentes primarios responsaveis pela transmissdo da nocicepc¢ao da
periferia a medula espinhal, que sao as fibras de pequeno e médio diametro. Elas
originam a maioria dos nociceptores e incluem fibras C ndo mielinizadas e fibras
pouco mielinizadas A, responsaveis por transmitir o estimulo nociceptivo
(SHELLEY; CROSS, 1994; PLEUVRY; LAURETTI, 1996; MILLAN, 1999; JULIUS;
BASBAUM, 2001).

As fibras nociceptivas sensoriais primarias se conectam com neurdnios
secundarios da substancia cinzenta, no corno dorsal da medula espinhal. Estes
neurénios projetam seus axdénios transmitindo a informagdo nociceptiva para os
centros encefalicos superiores, que através de neurbnios terciarios enviam a
informacdo ao coértex cerebral. No cortex cerebral ocorre o processamento da
informagdo nociceptiva resultando em consciéncia da dor (FURST, 1999; MILLAN,
1999; ALMEIDA et al., 2004). As principais vias que levam a informagéo nociceptiva
da medula para o encéfalo sdo os tratos espinotaldmico, espinorreticular,
espinomesencefalico e espinohipotalamico (CRAIG; DOSTROVSKY, 1999).

Alguns transtornos usualmente arremetem pacientes que apresentam dor
associada a quadros de hipersensibilidade como a hiperalgesia (resposta

nociceptiva aumentada a estimulos nocivos) e a alodinia (resposta nociceptiva a
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estimulos in6cuos) (MILLAN, 1999). Em termos de duragado, a sensacgao dolorosa
pode ser transitoria (a ativagdo de nociceptores é feita na auséncia de qualquer
dano tecidual), aguda (geralmente ocorre lesdo e ativagdo de nociceptores no sitio
lesionado) ou crénica. A dor crbnica, geralmente & originada por lesdo ou doencga,
podendo ser perpetuada por fatores que néo os causadores (LOESER; MELZACK,
1999; WOOLF; MANNION, 1999; MENDELL; SAHENK, 2003).

A dor pode ainda ser classificada por sua origem como: nociceptiva,
neurogénica, neuropatica, psicogénica e inflamatéria. A dor nociceptiva ocorre pela
estimulagdo excessiva dos nociceptores localizados na pele, visceras e outros
tecidos; a neurogénica reflete dano de tecido neuronal na periferia ou no SNC; a
neuropatica, quando ha disfungéo ou dano de um nervo ou grupo de nervos. Porém,
quando a dor ndo é proveniente de fonte somatica identificavel e pode refletir fatores
psicologicos, denomina-se dor psicogénica (MILLAN, 1999).

Finalmente, na dor inflamatéria, ocorre significativo dano tecidual, com dor
geralmente mais persistente e acompanhada de inflamagéo, ocorrendo geralmente
quadro de hipersensibilidade causado pela ativagdo e sensibilizacdo dos
nociceptores periféricos por mediadores quimicos, produzidos pela lesédo tecidual e

pela inflamagédo como ocorre na osteoartrite (DRAY, 1997).

1.3.1 Dor na OA

A dor é um dos sintomas que mais comprometem a qualidade de vida de
individuos que desenvolvem artrite. A quantificagcdo da dor pode contribuir para
elucidar os mecanismos desta doenca e avaliar os efeitos da medicagao antiartritica.
Assim, uma variedade de métodos que permitem explorar a dor artritica foi
desenvolvida empregando modelos animais (MIN et al., 2001).

As alteragbes em conjunto, como fluido articular, edema marginal ou
subcondral, compdem os principais elementos que podem dar inicio a dor da OA
(BONNIN; CHAMBAT, 2008).

A dor na artrite é caracterizada por dor espontanea, hiperalgesia ou

alodinia. Esta ultima ocorre quando a articulagdo esta sendo submetida a execucéo
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de movimento ou quando se aplica uma pressao suave sobre a articulagdo. O
aumento da sensibilidade a dor, resultante de uma sensibilizagdo do sistema
nociceptivo, esta relacionada com a produgcédo de mediadores inflamatorios como a
bradicinina, as prostaglandinas, os neuropeptideos e as citocinas, os quais ativam
receptores nas fibras nervosas correspondentes. Além disso, ha um aumento na
expressao de receptores, como por exemplo, receptores para a bradicinina e
receptores para as neurocininas. Durante a inflamacdo, também ocorre o
desenvolvimento de hiperexcitabilidade dos neurbnios da medula espinhal que é
produzida por varios sistemas de transmissores/receptores que constituem e
modulam a ativagédo sinaptica dos neurénios (SCHAIBLE; EBERSBERGER; VON
BANCHET, 2002). Aléem da sensibilizacao que leva a hiperalgesia, uma produgao
elevada de bradicinina, também pode ocasionar dor espontdnea na artrite
(TONUSSI; FERREIRA, 1997).

1.4 OA de joelho

Osteoartrite de joelno é uma doenga causada por alteragdes
biomecanicas que afetam a cartilagem articular e o osso subcondral do joelho. Esta
doenca causa dor e impoténcia funcional. A OA pode envolver tanto a articulagcéao
tibiofemoral medial, tibiofemoral lateral ou femoropatelar, de acordo com a
localizagéo da deterioragcéo da cartilagem (BONNIN; CHAMBAT, 2008).

Na clinica, o diagnodstico da OA fundamenta-se em achados clinicos,
radiolégicos e paréametros laboratoriais (CREAMER; LETHBRIDGE-CEJKU;
HOCHBERG, 2000). A classificagdo de Altman et al (1986), elaborada para o
Colégio Americano de Reumatologia, determinou como parametros diagnésticos
para OA de joelhos: idade superior a 50 anos, apresentagéo de dor no joelho, rigidez
matinal menor que 30 minutos, crepitacdo articular, nivel de densidade Ossea,
alargamento 6sseo, auséncia de calor local, sedimentacao de eritrécitos abaixo de
40, nivel de fator reumatoide inferior a 1:40, caracteristicas do fluido sinovial e
formagao de ostedfitos. Esses fatores apresentaram 95% de sensibilidade e 83% de

especificidade para o diagndéstico de OA dos joelhos.
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As medidas de capacidade fisica como for¢ca muscular, capacidade
aerobica de trabalho e funcdo articular, que engloba amplitude de movimento e
estabilidade sao importantes determinantes da limitagéo fisica em pessoas com OA
nos joelhos (ETTINGER; AFABLE, 1994).

Os individuos com OA apresentam diminuigdo da for¢ga dos grupos
musculares que envolvem a articulagdo acometida (TAN et al., 1995; TEIXEIRA;
OLNEY; 1995; CREAMER et al., 1998; LETHBRIDGE-CEJKU; HOCHBERG, 2000),
sendo esta diminuicdo de 30 a 50% da resisténcia e da velocidade de contracao
quando comparados a individuos saudaveis da mesma faixa etaria (FISHER et al.,
1993). Ha também diminuicdo do arco de movimento e aumento da descarga de
peso no membro inferior ndo afetado quando comparado a individuos saudaveis da
mesma faixa etaria (MESSIER, 1994), além da diminuicdo da capacidade aerdbica
(FISHER; PENDERGAST, 1994), diminuicdo da acuidade proprioceptiva
(CAMARGOS et al., 2004), alteragdes no equilibrio (RINGSBERG; GERDHEM,;
OBRANT, 1999; MESSIER, 2002) e nos 18 padrdes de marcha quando comparado
a individuos saudaveis da mesma faixa etaria (KAUFMAN et al., 2001; AL-ZAHRANI;
BAKHEIT, 2002; ZACARON, 2005; ARANTES, 2006).

Os exames de imagens também desempenham um papel importante na
OA do joelho, uma vez que podem confirmar o diagnostico da OA, determinar os
compartimentos envolvidos, e avaliar o estagio da doenga. As imagens também
podem confirmar a presenca da OA, além dos sintomas iniciais e também fornecem
informagbes sobre a evolugdo da doenga durante o tratamento. Varios tipos de
técnicas de imagiologia sao uteis para avaliar a OA de joelho como radiografia
convencional e ressonancia magnética (BONNIN; CHAMBAT, 2008).

1.4.1 Modelo de OA de joelho

A dificuldade de realizagao de estudos em humanos por razdes técnicas
ou éticas levou a necessidade do desenvolvimento de modelos experimentais de
artrites que apresentem semelhanga com a patofisiologia da doenga humana. Em

modelos experimentais com animais podem-se tragar paralelos com as alteracdes
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quimicas e histologicas observadas na doenga, podem-se realizar manipulag¢des
experimentais para testar novos medicamentos ou procedimentos, com controle
maior das variaveis envolvidas, como exclusdao do placebo, homogeneidade do
grupo entre outros (BUTLER et al., 1992; BENDELE et al., 1999).

Em casos de artrite inflamatéria, por exemplo, ha necessidade de
similaridade na sequéncia de eventos que levam a inflamacdo e destruicdo
articulares, com caracteristicas morfoldgicas, clinicas e bioquimicas da osteoartrite.

A mensuragéo dos danos da cartilagem é considerada um dos parametros
necessarios para a fidedignidade do modelo, sendo que traduz as diversas
alteragdes teciduais que ocorrem na evolugéo do processo (BUTLER et al., 1992).

Em investigacdes pré-clinicas sobre doencas artriticas, um modelo
frequentemente utilizado, em ratos, € o de uma injegdo intravenosa de Adjuvante
Completo de Freund (CFA) para induzir poliartrite (BUTLER et al., 1992). A injegéo
de CFA em animais de laboratério € um modelo estabelecido, in vivo, de artrite
reumatdide, reproduzindo muitas caracteristicas da doenca nos seres humanos, e
com histérico comprovado de previsibilidade (BENDELE et al., 1999).

Apods a injegcdo de CFA, ocorre edema de pata e macica infiltracdo de
leucécitos (linfocitos e macrofagos) na sindvia e significativa redugao do volume
0sseo acompanhado de graves lesdes osteoliticas (BUTLER et al., 1992, ROMAS et
al., 2002).

Estudos demonstram que o CFA é capaz de induzir alteracbes nos
parametros morfolégicos do osso em ratos, indicando ostedlise e desconexao de
trabéculas provavelmente devido a reabsorgao 6ssea, enfraquecendo a resisténcia
do osso. Butler et al. (1992) examinaram radiografias de ratos com artrite induzida
por CFA e encontraram comumente destruicdo e extensa proliferacdo Ossea
essencialmente limitada a regiao das articulagbes afetadas. Bendele et al. (1999)
também descreveram marcada reabsorcao 6ssea e proliferagdo dssea periosteal em
modelos de poliartrite induzida por CFA. Em humanos o sistema musculoesquelético
apresenta complicagbes na artrite reumatdide e erosbes Osseas focais
periarticulares, com osteoporose em sitios de inflamacdo ativa e perda Ossea
generalizada (KRANE, 1993; ROMAS et al., 2002). Os estudos também mostram
proliferacdo 6ssea formada ao redor do osso na proximidade da articulagdo de
joelhos de ratos. Ele reflete a reagéo periosteal aos danos causados na articulagéo

pelo CFA. Tem sido descrito que, em resposta ao conjunto inflamatério ha tendéncia
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de intensa reabsorgdo e formagao éssea, especialmente periosteal, em modelos
animais (BENDELE et al., 1999).

O CFA é um agente indutor de inflamagao crénica que apresenta
capacidade de estimular a resposta imune do organismo, levando a producio e
liberacdo de citocinas e mediadores inflamatérios. O quadro inflamatdrio
caracteristico no modelo do CFA inclui edema articular, migracdo de leucdcitos
dentro da articulagdo e vérios graus de degradagdo da cartilagem. Infelizmente,
estes animais nao podem ser conservados por um periodo mais longo, pois ocorrem
severas alteragbes sistémicas que afetam seu comportamento, fisiologia e
bioquimica (BUTLER et al., 1992).

Outros investigadores injetam CFA intraplantar (STEIN; MILLAN; HERTZ,
1988) ou intradermicamente na base da cauda (AWOUTERS et al., 1976), induzindo
assim poliartrite do dedo do pé, tornozelo e articulacbes, mas 0s animais precisam
ser conservados também nestes modelos de doencas sistémicas para estudos
cronicos. Com isso, Butler et al. (1992) injetaram CFA em uma unica articulagao, a
tibio-tarsal, induzindo assim uma previsivel monoartrite em ratos, cujo modelo que
pode ser estudado por um periodo de até 6 semanas, sem que o CFA induza
mudancas sistémicas. As alteracbes morfolégicas no osso sao encontradas neste
modelo, como observado na figura 3, que foram sumariamente documentadas
utilizando radiografias das articulagbes. Em modelos de OA monoarticular ou
monoartrite induzida por CFA, neutréfilos e outras células inflamatérias
desempenham um papel importante, que é caracteristica da artrite (BUTLER et al.,
1992).

A B
. ., "

Figura 2. Articulagbes do joelho de ratos mostrando a camada de células composta por matriz
cartilaginosa. O animal que ndo recebeu tratamento intra-articular apresenta a articulacdo sem
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alteracdes aparentes (A). Em B pode-se observar a regido com hipertrofia sinovial, notando-se
predominante proliferagdo de células sinoviais. Os autores relatam alteragdes inflamatérias como
edema e infiltragéo de células inflamatérias (LU et al, 2008).
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Figura 2 — Cortes, sagital, transverso e axial da articulagdo do joelho de ratos.

Controle ou com osteoatrite induzida por CFA. No animal CFA, ha desbaste do osso, reagéo
periosteal com calcificagdes irregulares e alargando perimetro do osso. Adaptado de Butler et al
(1992).

1.5 Tratamentos da OA

Foi proposto, em 2002, um consenso com o objetivo de conciliar
informagbes e condutas referentes ao tratamento da OA pelas trés principais
especialidades envolvidas: reumatologia, fisiatria e ortopedia. Assim, trés recursos
terapéuticos foram descritos: 1 — Farmacoldgico; analgésicos e antiinflamatdrios,
agentes topicos, condroprotetores, cloroquina e terapia intrarticular, 2 — N&o
Farmacoldgico; programas educativos, fisioterapia, ortese e agentes fisicos, 3 —
Cirargico; osteotomias, desbridamento artroscépico, artroplastia e artrodese
(COIMBRA et al., 2002).

Tradicionalmente, farmacos antiinflamatérios ndo esteroidais (AINEs) e
drogas anti-reumaticas modificadoras de doenca (DMARDs), sdo as opg¢des
terapéuticas mais utilizadas no tratamento das artropatias (BRAUN ; SIEPER, 2002;
ANANDARAJAH & RITCHLIN, 2004). Os AINEs sao a primeira linha de terapia

utilizada para tratar processos artriticos, eles cumprem seus efeitos antiinflamatérios
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e analgésicos, principalmente, via inibicado da ciclooxigenase, contudo, apresentam
rigorosos efeitos adversos que limitam o seu uso clinico em longo prazo. Do mesmo
modo, estes farmacos ndo reduzem os danos articulares e nao impedem a evolugao
natural da doenca (TAMURA et al.,, 2002), podendo assim tornar o tratamento
inviavel. Ja os farmacos glicocorticéides sdo grandemente utilizados para o
tratamento de diferentes artropatias, principalmente quando os pacientes respondem
inadequadamente aos AINEs e quando ndao ha um acometimento multiplo das
articulacdes (PALAZZI et al., 2004). Além disso, as injegdes intraarticulares de
dexametasona podem promover alivio dos principais sintomas da artrite reumatdéide
(LASHINA; SOLOV’EV; BALABANOVA, 2000) e osteoartrite (STEIN et al., 1999),
entretanto, a absorgédo sistémica ndo permite o uso prolongado deste tipo de
medicamento.

Os DMARDs sao drogas modificadoras das alteragdes patobiologicas e
patoanatdémicas que ocorrem na cartilagem articular, principalmente pela inibigdo de
metaloproteinases (TAMURA et al., 2002). Ao mesmo tempo, muitos dos beneficios
como o TNFa e a IL-1B. Assim, estas drogas agem limitando os danos articulares,
potencialmente irreversiveis, inibindo o rumo natural da doenca e reduzindo os
principais sintomas inflamatérios articulares (GOLDENBERG, 1999).

Diferente dos antiinflamatérios ndo esteroidais comuns, a diacereina
exerce suas agoes através de mecanismos ainda nao totalmente compreendidos,
mas que provavelmente, ndo estdo associados com a inibicdo da sintese de
prostaglandinas (PELLETIER et al., 1998). A sua efetividade é similar a dos AINEs,
porém, o inicio da sua agao € mais lento (CURATOLO ; BOGDUK, 2001). Estudos in
vitro e em modelos animais sugerem que a diacereina pode ter um efeito
modificador de doenca. Isso é evidenciado, em parte, pelos seus efeitos inibitérios
na expressdo de enzimas degradadoras de cartilagem (metaloproteinases) e de
citocinas como a IL- 18 (MOORE et al., 1998).

Muitos pacientes submetidos ao tratamento com DMARDs, nao
apresentam uma resposta satisfatéria ou esta declina com o tempo. Além disso, a
ocorréncia de efeitos colaterais importantes contribui para a ineficacia e abandono
deste tipo de tratamento. A busca de um melhor entendimento da patofisiologia das
artropatias permitiu o desenvolvimento de novas terapias, ditas biolégicas, como os

agentes anti-TNFa e anti-IL-13, os quais exercem suas a¢des via neutralizagéo da
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atividade das respectivas citocinas. Ao contrario dos DMARDSs, estes agentes tém
inicio de agao rapido, apresentam poucos efeitos colaterais e promovem uma
pronunciada redug¢ao da evolugdo da doenga (COSTELLO ; HALVERSON, 2003;
SHARMA; HOTA; PANDHI, 2004).

Assim, mesmo que as drogas que apresentam atividade moduladora de
citocinas importantes na artrite e, que inibem a progressdo da doenga tenha
ganhado certa credibilidade no tratamento delas, a presenga de efeitos adversos ou
até a ineficacia ou perda da sua atividade antiartritica € uma realidade. Deste modo,
novas terapias sao adotadas para o tratamento da artrite, tratando-se de farmacos
que inibem de maneira direta e especifica citocinas extremamente envolvidas no
processo inflamatorio artritico (MAINI et al., 1999; WEINBLATT et al., 2003).

Também existem diferentes estratégias para reduzir a atividade da IL-1[3:
antagonista de receptor de IL-1 (anakinra), anticorpos monoclonais anti-IL-13 (IL-1
Trap), anticorpos contra o receptor tipo-1 da IL-1 entre outros. Uma desvantagem do
tratamento anti-IL-13 € que a duracao de seus efeitos € muito curta precisando uma
administragdo diaria enquanto a terapia de neutralizacdo do TNF-a pelo uso de
anticorpos monoclonais ou receptores soluveis, atuam por varios dias ou semanas
(DINARELLO, 2004).

A CINC-1, uma citocina tipicamente quimiotatica de neutrdfilos
(NAKAGAWA et al.,, 1998), também esta sendo cogitada como um bom alvo
terapéutico, pois o estudo desta citocina tem permitido que se estabelega um
paralelo entre seus efeitos em animais e os efeitos da IL-8 em humanos. Citocinas
antiinflamatdrias como IL-10, IL-13 e IL-4, também estdo envolvidas na patofisiologia
da artrite desempenhando fungbées importantes como a inibicdo da producgédo de
citocinas proé-inflamatoérias e reduzindo, dessa maneira, a severidade da doenca, ou
seja, um possivel potencial terapéutico destas citocinas na artrite (YIN et al., 1997;
MORITA et al., 2001; PULITI et al., 2002).
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1.5.1 Tratamento com diacereina na OA

Em animais e humanos, a diacereina (acido 4,5-diacetoxi-9,10-dihidro-
9,10-dioco-2-antracenecarboxilico) € completamente metabolizada em reina, o seu
metabdlito ativo (PELLETIER et al., 2000). A reina é uma antraquinona (acido
carboxilico 4,5-bi (oxiacetil) 9,10-dioxi-2 antraceno) encontrada em plantas do
género Cassia com moderadas atividades analgésica, antiinflamatéria e pouco efeito
laxante (SPENCER ; WILDE, 1997). A diacereina é a forma diacetilada da reina,
obtida por esterificacdo, quando se aumenta a lipofilia da molécula, sendo que é
mais bem absorvida pela mucosa intestinal (PELLETIER et al., 2000).

Os primeiros trabalhos sobre a diacereina no tratamento da osteoartrite
foram publicados a partir de 1980 (KAY et al, 1980). Os estudos iniciais com a
diacereina foram marcados por problemas metodolégicos, como numero restrito de
participantes, patrocinio escasso da industria farmacéutica e problemas na
avaliacdo. Contudo, nesses estudos, afirmou-se superioridade da diacereina
comparada a placebo e antiinflamatérios ndo hormonais (LINGETTI et al., 1982;
ADAMI et al., 1985; CARRABBA et al., 1987; MARCOLONGO, 1988; MAZZARO et
al., 1989).

Em 1992, a diacereina foi aprovada na Franga para tratamento
sintomatico da OA, e desde setembro de 1994 ela & comercializada neste pais
(Negma-Lerads). Em agosto de 1996, esta substancia foi disponibilizada no Brasil
com o nome comercial de Artrodar (TRB Pharma, 2008).

A partir de 1994, outros estudos distinguiram alguns aspectos do farmaco,
como o inicio lento de acao (NGUYEN et al, 1994), e um efeito residual de até 8
semanas apos a interrupcédo do tratamento (LOUTHRENOO et al., 2004; TANG et
al., 2004). Estudos com duragdo maior sugerem efeito de protegdo estrutural
(DOUGADOS et al., 2001).

Segundo as propriedades farmacologicas da diacereina, colocaram-na
como um bom recurso para reduzir os sintomas e talvez até um modificador
estrutural da doenga (SPENCER; WILDE, 1997; BERDAH; BONO; BODINIER, 1993;
YARON; SHIRAZI; YARON, 1999), inibidor da expressao da colagenase (Boittin et

al, 1993), redutor da atividade fibrinolitica no liquido sinovial e nos fibroblastos
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sinoviais (DEL ROSSO et al, 1990), inibidor de enzimas lisossémicas, redutor da
quimiotaxia de neutréfilos (MIAN et al., 1987) e inibidor da enzima conversora de
interleucina 1 (MOLDOVAN et al., 2000).

Seu metabdlito ativo, a reina, inibe a atividade da IL-1p3, reduz a produgao
de colagenase na cartilagem articular, e inibe a produgdo de anion superoxido, a
quimiotaxia e a atividade fagocitica de neutrdéfilos; e a fagocitose e a migragdo de
macrofagos (CURATOLO; BOGDUK, 2001).

A dose terapéutica recomendada da diacereina € geralmente de 50 mg
duas vezes ao dia. Alteragdes como insuficiéncia hepatica ndo modifica os niveis
terapéuticos do farmaco e em casos de insuficiéncia renal, recomenda-se a
diminuicdo de 50 % da dose se o “clearence” for menor de 30 ml/min. A
concentragao plasmatica é de 3,2 mg/l apés 50 mg, o tempo de concentragédo
maxima € de 2,2 horas e a meia vida para eliminagéo é de 4,3 horas (SPENCER,;
WILDE, 1997).

Em alguns modelos animais de OA, a diacereina proporciona efeitos anti-
osteoartriticos e condroprotetores (MAZIERES; BERDA, 1993; HWA et al., 2001) e
aumenta a sintese de hialorunato em células sinoviais (Schongen et al., 1988). Ela
aumenta a expressdo de inibidores teciduais de metaloproteinases (TIMP-1)
(TAMURA et al., 2001) e de TGF-B1 (fator de crescimento transformante beta 1) e
TGF-B2 (fator de crescimento transformante beta 2) em condrécitos articulares
bovinos o que sugere que estes podem ser alguns dos mecanismos pelo qual esta
droga afeta a sintese da matriz 6ssea articular (FELISAZ et al., 1999).

Estudos demonstram que ao contrario dos antiinflamatérios nao
esterdides, a diacereina nao inibe a sintese de prostaglandinas, desta forma nao
acarreta prejuizo a mucosa gastrica ou a funcao renal (LA VILLA et al., 1989;
PETRILLO et al., 1991).

Tendo em vista que os trabalhos que demonstram os efeitos da
diacereina, utilizam estudos realizados em humanos, pesquisas estas de dificil
aplicabilidade e fidedignidade, ou ainda, utilizam modelos em animais de poliartrite
ou artrite reumatéide. Um modelo de monoartrite (joelho), induzida por CFA em
ratos, pode ser capaz de reproduzir sintomas caracteristicos da doeng¢a, bem como
provocar alteragbes morfolégicas na articulagdo encontradas na osteoartrite,
podendo assim contribuir no estudo dos efeitos da diacereina nesta doencga. Além

disso, pesquisas que examinem o uso de uma dosagem menor do farmaco com
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eficacia sobre os sintomas e as alteragdes morfolégicas da OA é capaz de minimizar

o efeito adverso da diacereina.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar a agédo farmacoldgica da diacereina na dose de 30 mg/kg, no
controle das alteragdes comportamentais e histolégicas da OA “in vivo”, utilizando o
modelo de OA induzida pela injecao intra-articular de adjuvante completo de Freund

(CFA) na cavidade sinovial do joelho de ratos.

2.2 Objetivos especificos

1. Padronizar um modelo “in vivo” de inflamagao cronica que sintetiza OA
monoarticular, induzida pelo CFA injetado no joelho de ratos;

2. Verificar o possivel efeito antinociceptivo da diacereina na dose de 30
mg/kg no modelo de monoartrite induzida pelo CFA,;

3. Analisar o possivel efeito da diacereina (30 mg/kg) na alodinia
mecanica e térmica no modelo de monoartrite induzida pelo CFA,;

4. Analisar o possivel efeito anti-edematogénico da diacereina (30 mg/kg)
no modelo de OA induzida pelo CFA;

5. Analisar os efeitos da diacereina (30 mg/kg) nas alteragdes histologicas

observadas no joelho de ratos no modelo de OA monoarticular induzido por CFA.
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados ratos Wistar machos pesando entre 250-300 g. Os
animais foram aclimatizados, sob o ciclo claro e escuro (12 h claro/12 h escuro, claro
iniciando as 7:00 h), com temperatura controlada (22 + 2°C) e livre acesso a agua e
comida. Todos os animais utilizados foram aclimatizados no laboratério pelo menos
uma hora antes dos testes, realizados na fase clara do ciclo. Os experimentos foram
realizados ap6s a aprovacdo do protocolo pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), oficio n°
115/CEUA/PRPe/2008, seguindo as normas éticas para o cuidado dos animais de
laboratdrio e investigacao cientifica da dor em animais (ZIMMERMANN, 1983). O
numero de animais e a intensidade dos estimulos utilizados foram os minimos

necessarios para demonstrar de forma consistente o efeito dos tratamentos.

3.2 Reagentes

As seguintes substancias foram utilizadas: diacereina obtida da Trb
Pharma em Sao Paulo, Brasil; CFA (adjuvante completo de Freund), 3,30,5,50-
tetramethylbenzidine (TMB) obtidos da Sigma (St. Louis, USA) e acetona PA,
Cromato Produtos Quimicos, Ltda (Diadema, SP-Brasil). A diacereina foi diluida em
solugao 0,9% de NaCl, 10% tween 80 e 90% de salina. Para a analise histologica
foram utilizados: acido nitrico (HNO3 65% PA) obtido da VETEC, Xilol (Xileno PA-
ACS, QX910.1000) da Quimex, formaldeido e alcool etilico PA (100, 95 e 70%)

Cromato Produtos Quimicos Ltda.
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3.3 Injecao intra-articular de adjuvante completo de Freund (CFA)

A injecao intra-articular (i.a.) de adjuvante completo de Freund (CFA;
1mg/mL de Mycobacterium tuberculosis em 85% de 6leo de parafina e 15% de
monoleato de mannide) foi realizada apés a depilagao do joelho posterior direito dos
animais anestesiados inicialmente com isoflurano 4%, sendo que a anestesia foi
mantida com 1,5% de isoflurano e 30% de oxigénio durante o procedimento. Para
tanto, os animais foram gentilmente imobilizados dentro de um cone de polietileno de
maneira que fosse possivel ter acesso apenas ao joelho posterior direito, o qual
recebeu a injecao intra-articular (i.a) de CFA. As injecdes foram realizadas através
do ligamento suprapatelar para dentro da cavidade sinovial, imediatamente apds a
realizacao do procedimento de anti-sepsia com solucéo de alcool iodado.

O volume de CFA injetado na cavidade articular, ou seja, no espago
sinovial do joelho, foi de 0,05 ml (LEVY et al., 2006; MATSON et al., 2007). Os
animais controle receberam salina estéril (NaCl 0,9%, 0,05 ml por joelho), com os
mesmos cuidados na administragao.

A indugdo do processo inflamatério crénico nos animais no modelo
utilizando CFA tem duracédo de aproximadamente 28 dias (LEVY et al., 2006). No
presente estudo os animais foram avaliados por até 19 dias, pois, foram observadas
as respostas dos animais em experimentos de dor e inflamagcdo realizados

anteriormente no nosso laboratério.

3.3.1 Avaliacéo da alodinia mecéanica

Com o objetivo de avaliar o efeito anti-alodinico da diacereina os animais
injetados com CFA (N=8 por grupo) foram tratados pela via oral (v.0.) com salina (10
ml/kg) ou diacereina, na dose de 30 mg/kg, uma hora antes da avaliagéo
experimental, de acordo com observagdes prévias no laboratério. Outro grupo foi
injetado com salina na cavidade articular. O efeito da diacereina ou salina foi

analisado na alodinia mecanica dos animais que receberm CFA ou salina na
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cavidade articular através do filamento de Von Frey. O filamento utilizado foi o de 4,0
gramas, de acordo com resultados obtidos anteriormente no laboratério. Os animais
foram colocados em caixas individuais de acrilico transparente sobre plataformas
elevadas para permitir o acesso a parte inferior do corpo dos ratos, sendo que essas
plataformas possuem orificios de tamanhos adequados apenas para o acesso do
filamento de Von Frey. O pesquisador toca o filamento na parte medial da superficie
plantar das patas posteriores do animal, nesse momento forga-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 o filamento foi medida
em 10 aplicagbes com duragao de 1 segundo cada, realizado sempre pelo mesmo
avaliador (BORTOLANZA et al., 2002). A frequéncia de retirada foi determinada
antes da indugdo da resposta inflamatéria (resposta basal) para obter dados
referentes a resposta normal dos animais e apdés a injegdo de CFA (resposta

inflamatdria), sendo observada no decorrer dos 19 dias de experimento.

3.3.2 Medida de alodinia térmica (estimulo frio)

Com o objetivo de avaliar o efeito anti-alodinico da diacereina, os
animais injetados com CFA (N=8 por grupo) foram pré-tratados pela via oral (v.0.)
com salina (10 ml/kg) ou diacereina, na dose de 30 mg/kg, uma hora antes da
avaliacdo experimental, de acordo com observagdes prévias no laboratério. Outro
grupo foi injetado com salina na cavidade articular. Os animais foram colocados em
caixas individuais de acrilico transparente, sobre plataformas elevadas, 0,05 ml de
acetona foi aplicado, com auxilio de seringa de insulina, na parte ventral da pata
traseira do animal, iniciando-se a contagem do tempo através de um cronémetro.

Apds 20 segundos da aplicacdo da acetona, a resposta do rato foi
monitorada, observando se o animal retirava ou agitava a pata ipsi e contralateral
dentro desse periodo. Caso este ndo apresentasse resposta, o monitoramento era
encerrado. No entanto, se dentro desse periodo de 20 segundos os animais
respondessem ao efeito de resfriamento da acetona, essa resposta era avaliada por

um tempo adicional de 20 segundos, ou seja, um total de 40 segundos de
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observacao. As respostas a acetona foram classificadas com a seguinte escala de 4
pontos: 0, sem resposta; 1, retirada rapida, pincelada ou batida da pata, 2, retirada
prolongada ou repetida da pata; 3, retirada repetida da pata com lambidas/mordidas
dirigidas a parte ventral da pata. A acetona foi aplicada alternadamente, trés vezes
em cada pata e as respostas pontuadas categoricamente. Os escores foram, entao,
obtidos adicionando as pontuagbes para cada rato, sendo o escore minimo 0 (ndo
responde a nenhum dos seis estimulos) e a pontuagdo maxima possivel 18,
somando-se a resposta das duas patas (lambidas e batidas repetidas de patas em
cada um dos seis estimulos) (FLATTERSA; BENNETT, 2004).

3.3.3 Avaliagdo do comportamento nociceptivo pela vocalizagao

Uma avaliagdo comportamental foi realizada com o objetivo de averiguar
a nocicepgao espontanea, como descrito por Yu et al (2002). Nesta avaliagdo os
animais foram pré-tratados com diacereina (30 mg/kg, v.0.) ou salina (10 ml/kg, v.0.),
uma hora antes da avaliagao experimental, de acordo com observagdes prévias no
laboratorio.

Os ratos foram restringidos com uma das maos do experimentador,
contudo sem lesionar o animal, para assim avaliar a vocalizagdo. A limitacido dos
movimentos do animal possibilitava que a coxa dele ficasse fixa. Assim, com a outra
mao, o avaliador, usando seu segundo dedo e o polegar, estendeu a pata lesionada
do animal para um angulo reto, sem adi¢ao de forga ou qualquer outra manipulagao,
permitindo perceber quando o animal demonstrava uma vocalizagdo (grunhido ou
gritos agudos audiveis). As medidas foram repetidas 10 vezes com intervalos de 30

segundos e a média foi utilizada para a avaliagao final.
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3.3.4 Quantificacdo da dor espontanea

Foi analisado o possivel efeito antinociceptivo da diacereina colocando-
se o0s animais em uma plataforma elevada, dentro de caixas de plastico
transparentes, adequadas para a avaliagdo do comportamento do animal. Os
animais foram pré-tratados com diacereina (30 mg/kg, v.0.) ou salina (10 ml/kg, v.0.),
uma hora antes da avaliagao experimental. Uma das caracteristicas da nocicepgao
espontanea gerada pelo processo inflamatdrio na articulagdo do joelho é a postura
em flexdo do membro lesado. O ato de prote¢cao do animal apés a flexdo 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 prote¢do do membro, 5 — sem contato algum do
membro no solo (GOPALKRISHNAN; SLUKA, 2000).

3.3.5 Avaliacdo edematogénica

Com o objetivo de quantificar o edema causado pelo processo
inflamatorio produzido pela injegcdo de CFA intra-articular e avaliar o efeito anti-
edematogénico da diacereina, os animais foram pré-tratados com diacereina (30
mg/kg, v.0.) ou salina (10 m//kg, v.0.), uma hora antes da avaliacdo experimental, de
acordo com observagdes prévias no laboratério. Para avaliar o efeito
antiedematogénico da diacereina, utilizou-se um paquimetro a fim de quantificar o
diametro articular (milimetros) do joelho, usando como resultado a média da
diferenga entre o joelho injetado com o CFA e o joelho contralateral (BRESSAN et
al., 2006).
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3.3.6 Avaliacéo histologica

3.3.6.1 Preparacao das amostras

Os animais foram sacrificados em diferentes intervalos de tempo (3°,
15° e 23° dias) e tiveram a articulagdo do joelho removida. Apds a retirada do
material, as amostras foram fixadas em formol tamponado com fosfato 0,1 M a pH
7,2 durante seis dias e lavadas em agua corrente durante duas horas. Foi
necessario o uso de acido nitrico (5%) para proceder a descalcificagdao por um
periodo minimo de 5 dias e novamente as amostras foram lavadas em agua corrente
durante duas horas. Depois de cuidadosa desidratacdo em etanol, utilizou-se a
metodologia descrita por Cargnin-Ferreira; Sarasquete (2008), para a inclusdo em
parafina mantida a 58°C, utilizando como liquido intermediario o xilol como descrito
abaixo.

Desidratagédo e inclusdo em parafina: Etanol 70% (minimo 24 horas),
Etanol 80% (45 minutos), Etanol 90% (45 minutos), Etanol absoluto 100% | (45
minutos), Etanol absoluto Il (45 minutos), Etanol-Xilol 1/1 (45 minutos), Xilol | (45
minutos), Xilol Il (45 minutos), Parafina | (1 hora), Parafina Il (1 hora), Parafina Il (1
hora).

Uma vez o material incluido em parafina e feito seus blocos, os
mesmos foram cortados em micrétomo Leica RM 2025 com espessura de 5 um. Os
cortes foram estirados e recolhidos em banho termostatico a 52°C e montando-os

sobre laminas gelatinizadas para sua facil adeséo.
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3.3.6.2 Técnicas histomorfoldgicas

Os cortes obtidos foram entdo desparafinizados e hidratados segundo a
metodologia de rotina e corados segundo a técnica de Cason (CARGNIN-
FERREIRA ; SARASQUETE, 2008).

As preparagdes histolégicas foram dispostas numa solugado de Orange
G (1%), Fucsina Acida (1%), Azul de Anilina (1%) e Acido fosfotingstico (1%)
durante 5 minutos. Passado esse tempo, as laminas foram entdo lavadas para
retirada do excesso de corante, desidratadas e montadas em resina.

O uso desta técnica, em detrimento da coloracdo bicromatica
hematoxilina-eosina, baseia-se no fato de que técnicas tricrémicas, como a usada
neste projeto, evidencia compostos protéicos e glicidicos assim como estruturas
morfolégicas similares com cores distintas, aumentando, portanto os contrastes e

evidenciando melhor as estruturas analisadas.

3.3.6.3 Tratamento das imagens

As preparacdes histolégicas foram fotografadas em microscépio de luz
(Olimpus, mod. Dx 41) com sistema de captura de imagem digital acoplado (Sony

Exwave Had).

3.3.7 Analise estatistica

Todos os resultados foram avaliados estatisticamente através da andlise
de variancia (ANOVA), de duas vias, seguido pelo teste post hoc Bonferroni e

expressos como a média + E.P.M. O valor de P < 0,05 foi considerado como
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indicativo de significancia e foram realizados através do software “Graph Pad
Instat®” (GraphPad software, San Diego, CA).

4 RESULTADOS

4.1 Avaliagao da alodinia mecanica

A injecédo de CFA foi capaz de induzir alodinia mecéanica nos animais,
quando injetado intra-articular no joelho dos ratos, conforme avaliada pela
porcentagem de retirada da pata dos animais no teste do filamento de Von Frey.
Além disso, pode-se observar que o efeito alodinico induzido pelo CFA (i.a.)
permaneceu durante todo o periodo de experimentagao (Figura 4).

No entanto, o tratamento dos animais com diacereina, uma vez ao dia
durante 19 dias consecutivos, foi capaz de inibir de forma significativa a alodinia
mecanica induzida pela inje¢do de CFA, com inibigcdo de 58 + 10% a 87 + 3% ao
longo do experimento (Figura 4). Adicionalmente, o efeito antialodinico da diacereina
(30 mg/kg, v.0.) apresentou pico de agdo em 1 hora, sendo este o tempo
determinado para a realizagdo de todas as avaliagdes comportamentais. O efeito
antialodinico da diacereina perdurou até o décimo nono dia de tratamento, sendo

que o grupo controle ainda apresentava resposta positiva no teste (Figura 4).
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Figura 4 — Avaliagéo do efeito antialodinico da diacereina (30 mg/kg, v.0.), administrada diariamente
por um periodo de 19 dias, na alodinia mecanica induzida pela inje¢do de CFA (0,05 ml, i.a.) no
joelho de ratos. A andlise foi obtida na pata ipsilateral. Cada grupo representa a média de 8-10
animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos indicam o nivel de significancia: *** p <
0,001 e ** p < 0,01 comparado ao grupo salina (0,05 ml, i.a.) e ### p < 0,001 e ## p < 0,01
comparado ao grupo controle (CFA i.a., que recebeu tratamento com salina v.o. por 19 dias). A

analise estatistica foi realizada por analise de varidncia (ANOVA), de duas vias, seguido pelo teste
post hoc Bonferroni.

O CFA injetado no espaco sinovial do joelho dos ratos nao foi capaz de
induzir alodinia mecanica no membro contralateral dos animais, quando avaliados
pela porcentagem de retirada da pata dos animais no teste do filamento de Von Frey
(Figura 5).
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Figura 5 — Avaliagao do efeito da diacereina (30 mg/kg, v.0.), administrada diariamente por um
periodo de 19 dias, na alodinia mecéanica induzida pela inje¢ao de CFA (0,05 ml, i.a.) no joelho de
ratos. A analise foi realizada na pata contralateral. Cada grupo representa a média de 8-10 animais e
as linhas verticais indicam o E.P.M. A andlise estatistica foi realizada por analise de variancia
(ANOVA), de duas vias, seguido pelo teste post hoc Bonferroni.

4.2 Medida de alodinia térmica (estimulo frio)

Na figura 6 pode-se observar que o CFA injetado na articulagdo do joelho
de rato foi capaz de induzir alodinia térmica ao frio até o 14° dia de experimento.
Além disso, pode-se observar que a diacereina (30 mg/kg, v.o.) foi capaz de inibir
significativamente a alodinia térmica induzida pelo CFA. O efeito da diacereina
ocorreu a partir do quinto dia de administragcdo permanecendo até o décimo quarto

dia de tratamento diario, com inibicdo de 66 + 12 % a 87 + 8 %.
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Figura 6 — Avaliagdo do efeito antialodinico da diacereina (30 mg/kg, v.0.), administrada diariamente
por um periodo de 17 dias, na alodinia ao frio induzida pela injecdo de CFA (0,05 ml, i.a.) no joelho de
ratos. Os dados estdo representados através do escore da avaliagdo com acetona na pata. Cada
grupo representa a média de 8-10 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos indicam
o nivel de significancia: *** p < 0,001 e ** p< 0,01 comparado ao grupo salina (0,05ml, i.a.) e ## p <
0,01 e # p < 0,05 comparado ao grupo controle (CFA i.a., que recebeu tratamento com salina v.o. por
17 dias). A andlise estatistica foi realizada por analise de variancia (ANOVA), de duas vias, seguido
pelo teste post hoc Bonferroni.

4.3 Avaliagdo da nocicepgao pela vocalizagao

Os resultados apresentados na Figura 7 demonstram que os animais que
foram injetados com CFA no espaco sinovial do joelho responderam com frequéncia
de vocalizagao significativamente maior quando comparados a animais que foram
injetados com salina injetada no mesmo local. Pode-se também observar que a
diacereina (30 mg/kg, v.0.) reduziu significativamente a nocicep¢ao induzida pelo
CFA (i.a.) e avaliada através da porcentagem de vocalizacdo expressa pelos

animais, com inibicdo de 41 £ 11% a 83 £ 5 %.
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Figura 7 — Avaliagdo do efeito antinociceptivo da diacereina (30 mg/kg, v.o.), administrada
diariamente por um periodo de 18 dias, na monoartrite induzida pela injecdo de CFA (0,05 ml, i.a.)
injetado no joelho de ratos. Cada grupo representa a média de 8-10 animais e as linhas verticais
indicam o E.P.M. Os simbolos indicam o nivel de significancia: *** p < 0,001, ** p < 0,01 e * p < 0,05
comparado ao grupo salina (0,05 ml, i.a.) e ### p < 0,001 e ## p < 0,01 comparado ao grupo controle
(CFA i.a., que recebeu tratamento com salina v.o. por 18 dias). A analise estatistica foi realizada por
analise de variancia (ANOVA), de duas vias, seguido pelo teste post hoc Bonferroni.

4.4 Quantificacdo da dor esponténea

O CFA injetado no joelho de ratos foi capaz de alterar a postura do
membro lesado dos animais. Este comportamento foi avaliado por escore de dor
espontanea (Figura 8). Os animais tratados com diacereina (30 mg/kg, v.o.) foi
capaz de reduzir de forma significativa esse escore de dor espontédnea quando
comparado aos animais que receberam CFA e tratados com salina (grupo controle),
a partir do quarto dia permanecendo até o 18° dia de avaliagdo, como pode ser
observado na Figura 8.
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Figura 8 — Avaliacdo do efeito antinociceptivo da diacereina (30 mg/kg, v.0.), administrada
diariamente por um periodo de 18 dias, na monoartrite induzida pela inje¢cdo de CFA (0,05 ml, i.a.) no
joelho de ratos. Os dados estdo representados através do escore da avaliagdo de dor espontanea.
Cada grupo representa a média de 8-10 animais e as linhas verticais indicam o E.P.M. Os simbolos
indicam o nivel de significancia: *** p < 0,001, ** p < 0,01 e * p < 0,05 comparado ao grupo salina
(0,05 ml, i.a.) e ### p < 0,001, ## p < 0,01 e # p < 0,05 comparado ao grupo controle (CFA i.a., que
recebeu tratamento com salina v.o. por 18 dias). A analise estatistica foi realizada por analise de
variancia (ANOVA), de duas vias, seguido pelo teste post hoc Bonferroni.

4.5 Avaliacdo edematogénica

Os animais que foram injetados com CFA na articulagdo do joelho
apresentaram aumento do didmetro da articulagédo que variou de 0,12 a 0,42 mm,
sendo essa resposta deferida como edema articular (Figura 9). O tratamento dos
animais com diacereina (30 mg/kg, v.o.) foi capaz de reduzir de maneira significativa

o edema articular induzido pelo CFA, com inibi¢do de 60 £+ 6 a 40 + 9 %.
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Figura 9 — Avaliagdo do efeito antiedematogénico da diacereina (30 mg/kg, v.o.), administrada
diariamente por um periodo de 18 dias, no edema induzido pela inje¢do de CFA (0,05ml, i.a.) no
joelho de ratos. Os dados estdo representados pela diferenca de didmetro (mm) entre o joelho
ipsilateral e o contralateral. Cada grupo representa a média de 8-10 animais e as linhas verticais
indicam o E.P.M. Os simbolos indicam o nivel de significancia: *** p < 0,001 e ** p < 0,01 comparado
ao grupo salina (0,05 ml, i.a.) e ### p < 0,001 e # p < 0,05 comparado ao grupo controle (CFA i.a.,
que recebeu tratamento com salina v.o. por 18 dias). A analise estatistica foi realizada por analise de
variancia (ANOVA), de duas vias, seguido pelo teste post hoc Bonferroni.

4.6 Avaliacdo histologica

A avaliagao histoldgica foi realizada em animais que receberam salina i.a.
e CFA i.a., sendo que estes ultimos foram divididos em dois grupos onde um
recebeu tratamento v.0. com salina e outro grupo tratamento v.o. com diacereina (30
mg/kg). Cada grupo experimental continha a média de 6-8 animais. No 3°, 15° e 23°
dia apods a injecao i.a. de CFA os animais foram sacrificados e tiveram seus joelhos
retirados e processados para avaliagéo histoldgica.

Assim, foi possivel observar que todos os animais que receberam salina
i.a., independente do dia (3, 15 ou 23 dias), ndo apresentaram alteragdes na
morfologia do joelho, apresentando cartilagem articular e membrana sinovial integras
(Figura 10 AB e C).

Os animais que receberam CFA no joelho e posteriormente tratamento
com salina (v.o.) por trés dias apresentaram expressiva inflamagéo intra-articular,

periarticular e na propria cartilagem, com comprometimento da matriz cartilaginosa,
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além de hemorragia intra-articular (Figura 11 A e 12 A). Os animais que receberam
CFA i.a. e posteriormente tratamento com salina v.o., por quinze dias, apresentaram
expressiva inflamacéo intra-articular e periarticular, que se estendeu até musculos
da regido. Houve também a presenca de hemorragia articular e todos os animais
mostraram acentuada degradac&o da cartilagem articular, observada pela presenga
de fissuras verticais da matriz cartilaginosa (Figura 11 B e 12 B).

Pode-se observar também que os animais que receberam CFA no joelho e
foram tratados com salina (v.0.) por um periodo de 23 dias apresentaram inflamagao
intra-articular, periarticular e na prépria cartilagem, com aspectos de degeneracgao,

além de apresentarem grande numero de macrofagos na regido (Figura 11 C e 12

Figura 10 — Detalhe de articulagdes (diartroses) de joelhos de ratos sadios. Coloragao pelo método de
Cason.

Animais que receberam injecao de salina i.a. (0,05 ml), sacrificados no 3° dia (A), 15° dia (B) e 23° dia
(C) apds o procedimento. Células da matriz cartilaginosa (A), 400x, Cartilagem articular (B) e Menisco
(C), 100x. As figuras A, B e C mostram uma articulagdo totalmente sadia, possibilitando a
visualizagdo de matriz cartilaginosa (A) e fibrocartilagem (B) integras e de constituicdo bioquimica
normal, evidenciada pela coloragdo sem manchas expressivas.

Coloragao pelo método de Cason.

As figuras A, B e C sdo de animais que receberam injecdo de CFA i.a. (0,05 ml), e tratamento com
salina (v.0.), sacrificados no 3° dia (A), 15° dia (B) e 23° dia (C) apdés o procedimento. Pode-se
observar a cavidade articular (A), 100x, com inflamag&o do periosteo (P) atingindo a regido de contato
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com a cartilagem articular (CA) e o osso (O), ressaltada pela linha continua. Nota-se ainda a
presenca de hemorragia expressiva na cavidade articular (flecha). Na figura B a cavidade articular,
100x, inflamagdo da membrana sinovial (MS) em contato com a cartilagem. Pode-se ainda observar
uma discreta presenca de hemorragia (flecha) na cavidade articular (CV). Célula Gigante de Corpo
Estranho (C), 400x, visualiza-se nesta imagem uma célula gigante de corpo estranho, oriunda da
fusdo de varios macrofagos (M). Estas células tém a funcédo de fagocitar células ou substancias
presentes em um processo inflamatorio.

Os animais que foram injetados com CFA na articulacdo do joelho e
tratamento com diacereina (30 mg/kg, v.0.) por trés dias apresentaram inflamagéao
periarticular e intra-articular, porém aparentemente em menor grau quando
comparados com o0s animais controle. No entanto, eles também apresentaram
hemorragia intra-articular. Um dos animais (n=8) analisados apresentou leve
alteracdo na matriz cartilaginosa (Figura 12 A e D).

Na avaliagdo histolégica dos animais que tiveram injetado CFA na
articulagéo do joelho e depois foram tratados com diacereina (30 mg/kg, v.0.) por
quinze dias, observaram-se poucas caracteristicas de inflamagao nos tecidos
conjuntivos periarticulares, além de inflamacao intra-articular, sem presenga de
hemorragia (Figura 12 E). Contudo, diferentemente dos animais do grupo controle
analisados no mesmo periodo, os animais tratados com diacereina néo
apresentaram qualquer alteragdo na cartilagem (Figura 12 B).

Os animais que foram injetados com CFA no joelho e tratados com
diacereina (30 mg/kg, v.0.) por um periodo de 23 dias apresentaram discreta
inflamacao periarticular e intra-articular, sem comprometimento da cartilagem ou
qualquer outra estrutura (Figura 12 F). Os animais que nao receberam tratamento
com diacereina apresentaram inflamag&o com aspectos de degeneragao (Figura 12

C).
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Figura 12 — Detalhe de articulagdes (diartroses) de joelhos de ratos com diferentes caracteristicas
histolégicas e histopatolégicas em fungdo dos distintos tratamentos. Coloragdo pelo método de
Cason.

Todas as figuras representadas sdo de animais que receberam injecdo de CFA i.a. (0,05 ml). As
figuras A, B e C sdo de animais que receberam tratamento com salina (v.0.), sacrificados no 3° dia
(A), 15° dia (B) e 23° dia (C) apos o CFA. As figuras D, E e F sdo de animais que foram tratados com
diacereina (30 mg/Kg, v.0.) e sacrificados no 3° dia (D), 15° dia (E) ou 23° dia (F) apds a injegéo de
CFA. Na figura A pode-se observar a cavidade articular, 100x, com morfologia tipica de um quadro
inflamatério presente da membrana sinovial (MS). Em relagdo a cartilagem, pode-se visualizar
alteragdo da matriz cartilaginosa (flecha). Usualmente, uma cartilagem normal é corada somente com
azul de anilina, o que lhe confere coloragdo azulada. Quando ha alteragdo bioquimica da matriz,
neste caso, devido ao uso de CFA, esta se cora, além do azul de anilina, com fucsina acida. Na figura
D, nota-se a cavidade articular, 100X, como observado em A, com inflamagdo da membrana sinovial
(MS), a cartilagem articular também apresenta alteracdo na matriz (flecha). Cavidade articular (Figura
B), 40X, com articulagao apresentando perda de matriz cartilaginosa, onde se podem visualizar
amplos espagos em branco (flecha). Também se pode visualizar alteragdo na cartilagem
evindenciada pela coloragédo da fucsina acida (*). Contudo em E a cavidade articular, 40X, esta sadia,
evidenciada pela integridade da matriz cartilaginosa, bem como sua coloragdo eminentemente azul.
Na figura C observa-se a cavidade articular, 100X, averiguando-se a membrana sinovial (MS)
fortemente inflamada, onde se percebe grande quantidade de “vacuolos”. Em F o animal nao
apresentou alteragdes, confirmado pela cavidade articular, 100X, onde observa-se uma articulagéo
totalmente sadia, onde se visualiza uma cartilagem (CA) e um menisco (ME) integros e de
constituicdo bioquimica normal, evidenciada pela coloragdo sem manchas vermelhas expressivas.
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5 DISCUSSAO

A OA pode ser desencadeada por multiplos fatores (genéticos,
metabdlicos e traumaticos) e nao afeta simplesmente a cartilagem articular, mas
envolve a articulagdo como um todo, incluindo o osso subcondral, ligamentos,
capsula, membrana sinovial e musculos periarticulares (KENTTER; GOLDBERG,
1995).

Estas estruturas podem apresentar alteragdes morfologicas,
biomecanicas, moleculares e bioquimicas em células e matriz levando ao
amolecimento, fibrilagdo, ulceragcdo, perda da cartilagem articular, esclerose e
aumento da densidade e dureza do osso subcondral, ostedfitos e cistos subcondrais.
Contudo, essas alteragbes nao sao encontradas igualmente em todos os individuos
(KENTTER; GOLDBERG, 1995).

Devido a essa multifatoriedade, o tratamento da OA é complexo e deve
ser multidisciplinar, buscando a melhora funcional, mecanica e clinica. Neste
sentido, a industria farmacéutica vem avangando na busca de tratamentos para a
OA. Alteragdes bioquimicas especificas contribuem para a doenga, podendo estas
serem revertidas através da utilizacdo de farmacos mais especificos (KENTTER;
GOLDBERG, 1995).

Baseado no entendimento dos mecanismos patofisioldgicos subjacentes
ao dano tecidual da articulagdo osteoartritica, agentes farmacolégicos tém sido
desenvolvidos, nos quais o principal mecanismo de acgéo é a inibigéo de: (a) enzimas
de degradagao, como a colagenase; (b) citocinas, tais como a IL-18 e o TNF-a; ou
(c) de vias envolvidas na sintese dessas citocinas (BOITTIN et al.,, 1993;
PELLETIER et al., 2001; MOORE et al., 1998; MARTEL-PELLETIR et al., 1998).

Dentre esses farmacos, destaca-se a diacereina, uma substancia que
pertence a classe quimica das antraquinonas. Ela apresenta efeitos benéficos em
modelos animais de OA, além de ter demonstrado efeito anti-artritrico e
condroprotetor, quando investigada em modelo de OA, em ratos; também previne
lesdo de cartilagem (BRANDT et al., 1997; MOORE et al., 1998; DOZIN et al., 2002).

Este farmaco apresenta eficacia no tratamento sintomatico de doencas
inflamatdrias degenerativas da articulagdo como a AO, tanto em ensaios pré-clinicos

como clinicos, os quais sugerem que a diacereina alivia os sintomas da OA
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(NGUYEN et al., 1994, 2000; PELLETIER et al., 2000). O uso clinico da diacereina é
liberado em alguns paises para o tratamento especifico de pacientes com doengas
articulares degenerativas, como a OA, promovendo melhora dos sintomas clinicos.
Contudo, apesar de ser utilizada ja ha alguns anos, os mecanismos pelos quais ela
atua ainda nao foram totalmente esclarecidos (LEBLAN; CHANTRE; FOURNIE,
2000; TRB PHARMA, 2008).

Assim, o tratamento com diacereina perdura por pelo menos 3 meses. O
alivio dos sintomas torna-se evidente da 2% a 4 semana e realmente significativo da
42 a 6% semana. Entretanto, outra caracteristica do farmaco a base de diacereina é o
efeito adverso causado, podendo ocorrer diarréia e dores abdominais em pacientes
sensiveis aos derivados antraquindénicos (DOUGADOS et al., 2001; TRB PHARMA,
2008).

Contudo, os sintomas diminuem ao reduzir-se a dose diaria do farmaco,
de 100 mg ao dia, ou seja, duas capsulas, para 50 mg ao dia, uma capsula (TRB
PHARMA, 2008). E interessante ressaltar que, mesmo com a reducdo da dose, a
maioria dos pacientes que fazem uso de medicamento a base de diacereina
continua apresentando alguns efeitos indesejaveis, que vao desde efeitos
gastrintestinais até coloragdo amarela escura intensa na urina (DOUGADOS et al.,
2001; TRB PHARMA, 2008).

Neste trabalho, a diacereina foi avaliada ndo apenas como um farmaco
para aliviar os sintomas e alteragbes morfolégicas ocorridas na OA de joelho, mas
também em dosagem menor do que a utilizada na clinica, reduzindo assim seus
efeitos colaterais. Encontrou-se, portanto, que a diacereina na dose de 30 mg/kg,
administrada em ratos pela via oral, foi capaz de inibir a alodinia (mecéanica e
térmica), nocicepgdo espontadnea, edema e alteragdes histologicas induzidas pelo
CFA injetado diretamente na articulagéo do joelho, sendo este um modelo de OA de
joelho em animais. Além disso, pode-se observar que o efeito adverso da diacereina
para o intestino foi reduzido, com a diminui¢gao da dose administrada.

O CFA induziu hipersensibilidade e inflamagao, consistente com os
resultados descritos anteriormente neste modelo (WILSON et al., 2005; STATON;
WILSON; BOUNTRA, 2007; LEVY, 2006), que foi demonstrado pelo quadro
alodinico, edema articular, nocicep¢do e dano articular encontrado no presente

trabalho.
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Varias podem ser as causas da sensibilizagdo causada pelo CFA. Como
ja descrito, ele induz inflamagéao crénica, e é capaz de estimular a resposta imune,
levando a produgao e liberagéo de citocinas e mediadores inflamatérios (BUTLER et
al., 1992). Alguns autores demonstraram que o modelo de injecdo i.a. de CFA é
capaz de alterar a produgao de mediadores inflamatérios periféricos. Estes facilitam
a despolarizagdo da membrana neuronal por tempo prolongado, exacerbando a
hiperalgesia ou a alodinia. Isso pode ser resultado do aumento da condutividade de
canais de sdédio ou calcio ou pela reducido do influxo de potassio ou cloreto para o
meio intracelular (WRITHT, 1999).

O CFA no joelho pode, por exemplo, aumentar a imunorreatividade a
CGRP (peptideo relacionado ao gene da calcitonina) de neurdnios do ganglio da raiz
dorsal, desempenhando um papel na patogénese da inflamagao aguda e crénica
mediada pelo CFA (STATON; WILSON; BOUNTRA, 2007).

Outros agentes flogisticos como o iodoacetato-monossédio injetado no
joelho de ratos também é capaz de causar alodinia, avaliada através do filamento de
Von Frey, que segundo o autor é caracterizada como alodinia pontual. Este efeito
parece ser sinalizado pela ativacdo de neurdnios sensoriais primarios Ad, enquanto
a alodinia dinamica seria sinalizada por neurénios sensoriais AR (COMBE;
BRAMWELL; FIELD, 2004). Em humanos, a origem da dor articular associada a OA
€ devido a estimulacao das fibras sensoriais do tipo C e Ad presentes na sindvia e
que envolvem estruturas periarticulares, como ligamentos e musculos (BUCHANAN;
KEAN, 2002a,b).

Neste trabalho, a inje¢cao de CFA dentro da articulagédo do joelho foi capaz
de induzir alodinia (mecanica e térmica) e nocicepgdo nos animais, sendo que a
alodinia térmica ao frio e a nocicepcao avaliada pela vocalizagdao do animal ao
estender-se o membro inflamado permaneceu até o décimo quarto dia. A alodinia
mecanica e o escore de dor espontdnea permaneceram até os ultimos dias de
avaliagao realizados neste estudo, além disso, houve inducdo de edema que
também permaneceu até o fim das avaliagbes. Estes dados corroboram outros
estudos, que mostram o CFA, em modelos de monoartrite, induzindo hiperalgesia
térmica, alodinia, nocicepgéo e edema (LEVY et al., 2006; SHAN et al., 2007).

Trabalhos demonstram que em modelos de OA monoarticular ou
monoartrite induzida por CFA, pode-se induzir inflamagdo também no joelho

contralateral, visto pela quantidade de azul de Evans (denotando extravasamento
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plasmatico) e edema no joelho ipsilateral e contralateral de ratos que foram injetados
com CFA e comparados aos animais injetados com salina. O aumento da perfusao e
vasodilatagdo na articulagdo contralateral poderiam indicar um “estado pré-
inflamatodrio”, sendo que estas alteragcdes vasculares sao ligeiramente menores do
que as encontradas no joelho ipsilateral (KELLY; DUNHAM; DONADSON, 2007). No
entando, neste estudo a articulacido contralateral ndo apresentou alteragao.

Shan et al (2007), demonstrou, em modelos de monoartrite, que a
articulacdo contralateral nao apresentou alteragcdo quando comparada a ipsilateral.
Assim, os dados do nosso trabalho confirmam os obtidos por Shan et al (2007), uma
vez que nao foi observada qualquer alteragdo no joelho contralateral dos animais
submetidos a inflamacgao induzida pelo CFA. De fato, os animais nao apresentaram
alodinia na pata ou nocicep¢ao nas avaliagdes comportamentais no membro
contralateral, e nem foram evidenciados edema ou alteragdes histolégicas. A
contradicao presente quando comparamos dados da literatura com nosso trabalho
pode ser devido a diferengas metodoldgicas, de materiais ou animais utilizados nas
pesquisas.

No presente estudo, foram analisados possiveis efeitos antialodinico,
antinociceptivo e anti-edematogénico da diacereina, no modelo de OA de joelho,
induzido por CFA. A fim de verificar se a diacereina seria capaz de inibir ou reduzir
os sintomas causados pelo CFA, a diacereina foi administrada via oral, uma vez ao
dia, por um periodo de até 19 dias consecutivos. Durante este periodo os animais
foram avaliados pelo filamento Von Frey (alodinia mecénica), acetona (alodinia
térmica), vocalizagdo causada pela extensao passiva do membro e escore de dor
espontanea (nocicepgao), além da avaliagdo do didmetro articular por paquimetro
(edema).

Dessa forma, é importante salientar que a dor € um sintoma muito
prevalente na OA e esta relacionada a inflamagao dos tecidos adjacentes como
capsula articular, ligamentos, membrana sinovial e osso subcondral. Geralmente
piora no decorrer do dia, principalmente nas articulagdes que sustentam o peso do
corpo, como o joelho, interferindo de forma significativa nas atividades da vida diaria
(MARQUES; KONDO, 1998). Em geral, um farmaco que seja capaz de reduzir ou
inibir a dor na OA pode vir, assim, a proporcionar uma melhor qualidade de vida e

bem estar ao individuo.
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Estudos clinicos evidenciam que a diacereina gera alivio da dor articular
em individuos com OA, comparavel ao observado com anti-inflamatérios nao
esteroidais (AINEs), e esse alivio persiste apds a interrupgdo do tratamento. Além
disso, os individuos que utilizam a diacereina utilizam uma quantidade reduzida de
AINEs e/ou analgésicos, requerem menos cuidados médicos e tém uma melhora na
qualidade de vida quando comparado aos farmacos classicos utilizadas para OA
(AVOUAC, 2002; PROVVEDINI; COHEN, 2002). Porém em alguns estudos, com
outros modelos de artrite, a diacereina ndo apresentou agdo antinociceptiva,
sugerindo que esta droga pode ser efetiva no alivio da dor em algumas patologias e,
ineficaz em outras (BRESSAN, 2005).

Neste trabalho verificou-se que a diacereina foi capaz de inibir a alodinia
mecanica induzida pelo CFA em ratos, desde o primeiro até o décimo nono dia de
tratamento, quando foram encerradas as avaliagbes. O grupo tratado com diacereina
foi comparado ao grupo controle (CFA i.a.), que apresentou alodinia mecanica por
todo o periodo de avaliagdo. Quintdo (2005) demonstrou que a diacereina foi capaz
de inibir a alodinia mecanica induzida pela inje¢ao intraplantar de CFA em
camundongos, de forma semelhante a gabapentina (utilizada no tratamento de dor
neuropatica), sem causar tolerancia. Diante disto, sugere-se que a diacereina possa
atuar em mecanismos centrais da transmiss&o da dor.

Na presente pesquisa a diacereina apresentou a partir do sexto dia de
avaliacédo efeito antialodinico significativo 24 horas apds o tratamento, mostrando
que apos poucos dias de administragdo, com apenas uma dose diaria de 30 mg/kg,
foi capaz de inibir a alodinia por um periodo prolongado (dados ndo mostrados).
Adicionalmente, a diacereina foi capaz de inibir totalmente a alodinia ao frio induzida
por acetona na pata, a partir do quinto dia de avaliagao e tratamento, permanecendo
a inibicao até o décimo sétimo dia quando o CFA ja ndo mais induziu alodinia ao frio
no grupo controle.

Outros achados importantes estao presentes no trabalho de Filho (2003),
que demonstrou, ao utilizar um modelo de dor neuropatica por avulsdo do tronco
inferior do plexo braquial de ratos (modelo que causa alodinia nas patas posteriores
dos animais), que a diacereina foi capaz de inibir totalmente a hiperalgesia mecénica
e alodinia ao frio. Além disso, alguns estudos que avaliam hiperalgesia térmica
indicam que neurdnios sensoriais (fibras C) desempenham papel fundamental em
modelos de monoartrite (COMBE; BRANWELL; FIEL, 2004).
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Neste sentido, a dor no joelho e quadril sdo as principais causas de
dificuldade para caminhar e subir escadas entre os idosos na Europa e nos Estados
Unidos. Mais de 40% das pessoas acima de 65 anos no Reino Unido sofrem dos
sintomas associados a OA de joelho ou quadril (DUNLOP et al., 2001; DAWSON et
al., 2004). Assim como dificuldade em caminhar, o individuo com OA também
apresenta limitagdo do movimento. Isto ocorre devido a rigidez articular o que
dificulta a extensdao do membro afetado, bem como o apoio do membro no solo,
principalmente em articulagdes que fazem suporte de peso (MARQUES & KONDO,
1998).

A fim de analisar se 0 mesmo padrao ocorre no modelo animal de OA
utiizado no presente estudo, foi realizada avaliacdo da extensdo passiva do
membro, utilizando uma escala de dor espontdnea para avaliar a nocicepg¢ao
causada pelo CFA e o possivel efeito antinociceptivo da diacereina (30 mg/kg).
Assim, pode se observar que ao estender a articulacdo do animal, esta se
apresentava rigida, no padrdao da OA, e os animais respondem com vocalizagédo
audivel indicativo da presencga de nocicepg¢ao. Nesta avaliagdo, os animais controle,
que receberam CFA (i.a. e salina v.0.), responderam positivamente até o décimo
quarto dia de avaliagdo. Os animais que foram tratados com diacereina (30 mg/kg,
v.0.) também responderam positivamente até o décimo primeiro dia apds a injegao
de CFA no joelho. Contudo, apesar de diferente significativamente do grupo que
recebeu salina i.a., o grupo tratado com o farmaco também foi diferente
estatisticamente do grupo controle. Ou seja, a diacereina foi capaz de reduzir a
nocicepgao causada pela movimentagao passiva do membro afetado com OA.

No presente estudo observou-se também se o animal mantinha o apoio
total do membro inferior que teve OA induzida pelo CFA. Assim, os nossos dados
demonstram que os animais controle (CFA i.a. mais salina v.0.) permaneceram sem
apoio total do membro até o décimo oitavo dia apds a injegédo de CFA, segundo o
escore de dor espontidnea. Enquanto que os animais tratados com diacereina
apoiaram o membro de forma semelhante ao grupo salina i.a., a partir do sétimo dia
de avaliagéo. Neste sentido, apds o sétimo dia de tratamento, a diacereina foi capaz
de inibir a dor espontanea causada pelo CFA.

A diacereina foi descrita como uma droga de acado lenta, com efeitos
modificadores de sintomas da OA que aparecem em média quatro semanas apos o
inicio do tratamento (LINGETTI et al., 1982; MARCOLONGO et al.,, 1988). Ao
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contrario do observado no presente estudo, onde sua eficacia foi imediata ou apos
poucos dias de tratamento.

O primeiro sinal morfolégico da cartilagem na OA é o edema das zonas
superficial e média da matriz extracelular (GADNER; SALTER; OATES, 1997). Esse
edema expande a matriz cartilaginosa, estirando e afilando a malha fibrosa da zona
superficial (HWANG et al., 1992), resultando em amolecimento da cartilagem.

No presente trabalho foi observado que a administragao i.a de CFA, 24
horas depois, foi capaz de desenvolver edema na articulagéo do joelho (medido pelo
diametro articular) que permaneceu por todo o periodo da avaliagdo. Estes
resultados estdo de acordo com outros autores que demonstraram que o CFA induz
edema articular tanto em ratos quanto em camundongos (KEEBLE, 2005; LEVY et
al., 2006). Assim, pode-se demonstrar que a diacereina foi capaz de inibir
significativamente o edema (em mm) a partir do quinto e perdurando até o décimo
quarto dia de tratamento.

Segundo Bressan (2005), a diacereina inibe o edema articular induzido
pelo LPS, de maneira semelhante ao observado em modelos de artrite autoimune.
Adicionalmente, experimentos utilizando modelos de inflamagao aguda e crbnica e
de artrite em ratos demonstroram que a diacereina foi capaz de impedir o
desenvolvimento de artrite, inibir o edema e prevenir a perda 6ssea, apresentando
assim, propriedades farmacoldgicas, em parte, distintas das observadas com o uso
de farmacos anti-inflamatorios n&o esteroidais classicos (TAMURA; OHMORI, 2001;
TAMURA et al., 2002).

De fato, estudos descritos na literatura sugerem que a diacereina pode
inibir a atividade da IL-1B3, uma citocina importante na destruicdo da cartilagem
articular (VAN DE LOO; VAN DEN BERG, 1990; YARON et al., 1999; MOLDOVAN
et al., 2000), reforgando os possiveis efeitos deste farmaco na prevencao dos danos
articulares que se desenvolvem na artrite reativa. Como s&o raros os estudos sobre
a eficacia da diacereina na artrite reativa, o presente estudo contribui para o
conhecimento de alguns dos possiveis efeitos desta terapia nesta doenga, contudo
ainda nao esclarece totalmente o seu mecanismo de agao.

Estudos em ratos transgénicos para o TNF-a, que desenvolvem doenca
artritica inflamatodria crénica, também apontam os efeitos benéficos da diacereina no
alivio dos sintomas clinicos de doencas artriticas, na redugao da destruicido da

cartilagem, no grau de sinovite e na erosdao éssea, sugerindo potencial efeito
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terapéutico da diacereina em pacientes com artrite (DOUNI et al., 2004). Outros
trabalhos demonstram que a diacereina é mais potente que o metotrexato (DMARD),
mas nao tao efetiva quanto a dexametasona ou os agentes anti-TNFa na supressao
da evolugao da artrite mediada por TNF-a (DOUNI et al., 2004).

Dados da literatura também demonstram que a diacereina suprime, in
vitro, a sintese de citocinas pro-inflamatérias como a IL-1[3, por tecidos sinoviais e
cartilagem de pacientes com OA (YARON; SHIRAZI; YARON, 1999; Moldovan et al.,
2000). Ja& Tamura et al. (1999) demonstrou que a diacereina apresenta efeito de
protecdo articular contra o desenvolvimento de poliartrite espontdnea em
camundongos, 0 que revela sua utilidade no tratamento de doengas articulares
inflamatdrias cronicas. Além disso, a diacereina apresenta agao inibitoria sobre a
migragdo de macrofagos para o exsudato peritoneal e reduz a atividade fagocitica
destas células, em modelo de peritonite induzida por tioglicolato (MIAN et al., 1989).

O dano na OA é localizado inicial e mais intensamente nas estruturas
articulares sujeitas a sobrecarga mecénica maxima. A reagdo a isso varia
topograficamente em amplitude e duragdo, dependendo da articulacdo e de
dominios de matriz dentro de cada articulacdo. A reacdo a injuria é caracterizada por
edema, seguido de destruicdo e reabsorcdo de tecidos com subsequente
regeneracgao proliferativa de células. Isto resulta em hiperplasia particularmente de
condrocitos na cartilagem articular e remodelagdo da matriz extracelular. Esta
remodelacdo resulta em hipertrofia e distorcdo arquitetbnica da articulagao
(PRITZKER, 2003).

A OA apresenta perda de cartilagem irregularmente distribuida, esclerose
de osso subcondral, cistos subcondrais, ostedfitos marginais, aumento do fluxo
sanguineo metafisario, variavel inflamagcao sinovial, fragmentacdo da superficie
cartilaginosa, proliferacdo de condrdcitos, fendas verticais na cartilagem, variavel
deposicdo de cristais, remodelacdo, e ocasional violagdo da linha limitrofe entre
cartilagem e osso subcondral por vasos sanguineos, formagao de ostedfitos, e mais
tarde pela perda total de cartilagem, esclerose e osteonecrose focal do osso
subcondral (BRANDT; MANKIN; SHULMAN, 1986). Levy e colaboradores (2006)
demonstraram que o CFA injetado na cavidade sinovial do joelho de ratos, apds 28
dias de uma unica injecao de CFA, provocou dano na cartilagem articular.

Neste trabalho pode-se observar que o CFA (i.a. no joelho) apoés trés dias

induziu inflamacgao, derrame articular e alteragdes na membrana sinovial, que foram
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reduzidos com o tratamento com diacereina (30 mg/kg, v.0.). Apés 15 dias da
indugado da OA no joelho foi possivel observar a presenca de expressiva inflamagao
intra-articular e periarticular, que se estendeu até musculos da regidao e também
acentuada degradacdo da cartilagem articular. Entretanto, os animais tratados com
diacereina apresentaram inflamagao nos tecidos conjuntivos periarticulares, além de
inflamacgéo intra-articular, mas sem dano na cartilagem.

A ultima avaliagao foi realizada 23 dias apds a inje¢cdo de CFA, onde os
animais apresentaram inflamacéo intra-articular, periarticular e na propria cartilagem,
com aspectos de degeneragdo, além de apresentarem grande numero de
macréfagos na regido. No entanto, os animais tratados com diacereina
apresentaram  discreta inflamagado periarticular e intra-articular, sem
comprometimento da cartilagem ou qualquer outra estrutura. Assim, pode-se sugerir
que a diacereina, na dose de 30 mg/kg, foi capaz de inibir os danos na cartilagem e
reduzir a inflamacdo em modelo experimental de OA monoarticular induzida pelo
CFA injetado no espaco sinovial do joelho de ratos.

Alguns autores relatam que a dor na OA pode ser originaria dessas
alteracbes presentes na articulacéo, dos varios tecidos envolvidos, desde o 0sso, a
membrana sinovial, capsula e outras estruturas adjacentes, como o musculo. A
cartilagem lesada libera residuos no liquido sinovial que provocam reagao sinovial,
inflamacgéo e dor; a adesédo de cristais de varios tipos a cartilagem danificada
também gera reagdo inflamatdria local originaria de dor. Com o aumento da
quantidade do liquido sinovial pode haver distensao da capsula articular e provocar
dor. O osso subcondral é diretamente relacionado a dor na osteoartrite. As
terminagdes nervosas no osso liberam substancias, por exemplo, substancia P em
resposta a injuria local e isquemia. Além disso, ostedfitos podem causar dor através
da distensdo direta do periosteo. A distensdo de estruturas ligamentares e
capsulares no peridosteo podem causar dor, assim como também espasmos
musculares podem acrescentar maior intensidade ao quadro doloroso articular
(ALTMAN; LOSADA, 2003).

Dados clinicos mostram que na dor articular o efeito analgésico da
diacereina, apos 4 a 6 semanas de uso, € analogo ao obtido com o uso de anti-
inflamatdrios ndo esteroidais, este efeito analgésico pode persistir por algum tempo
apds a conclusdo do tratamento. No tratamento de dores persistentes ou crénicas,

que necessitam de uso prolongado, a diacereina poderia ser uma excelente opgao
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terapéutica devido a seguranga e tolerabilidade no seu uso, o que dificimente é
encontrado em outras drogas (DOUGADOS, 2001; PROVVEDINI; COHEN, 2002). A
diacereina parece exercer efeitos inibitorios sobre a IL-13 (MOLDOVAN et al., 2000;
TAMURA et al., 2002; PROVVEDINI; COHEN, 2002; AVOUAC, 2002), mas os seus
mecanismos de acdo ainda n&o estdo totalmente elucidados. Sabe-se que a IL-1
pode aumentar a produgdo de Oxido nitrico, e que a diacereina pode, em
concentracdes terapéuticas, diminuir a producéo desta citocina (PELLETIER et al.,
1998; SALEH; CALIXTO; MEDEIROS 1999). A IL-1p também esta implicada na
modulacdo da sensibilidade da dor, e na estimulacdo da sintese de diferentes
mediadores inflamatérios, como PGE; e TNF-a (WOLF et al., 2003).

Deste modo, além da reducao da dor, os efeitos da diacereina podem
também proteger dos danos articulares. Felisaz e colaboradores (1999) indicaram
que o efeito condroprotetor da diacereina, assim como o efeito sobre os niveis de IL-
1B esta relacionado com a expressao de TGFp1, que reduziria a produgao de IL-13 e
TGFB2, que amplificaria o efeito do TGFB1 (PUJOL et al., 2000). Contudo, ainda séo
necessarios mais estudos para a confirmacdo dos mecanismos pelo qual essa
substancia atua, bem como determinar sua efetividade e toxicidade no tratamento da
OA.
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6 CONCLUSAO

Os dados presentes neste trabalho permitem concluir:

1. O modelo de OA monoarticular (joelho), induzida pela injegao de CFA,
foi capaz de reproduzir sintomas caracteristicos da doenca, bem como provocar
alteragdes morfolégicas na articulagéao;

2. A diacereina (30 mg/kg), administrada em ratos (v.o.) diariamente, foi
capaz de inibir a alodinia (mecéanica e térmica) induzida pela inje¢cdo de CFA no
espaco sinovial da articulagao do joelho;

3. A diacereina na dose de 30 mg/kg (v.0.) diariamente, por até 19 dias,
foi capaz de inibir a nocicepgao espontanea induzida pela injecao de CFA em ratos;

4. A diacereina (30 mg/kg, v.0.), também foi capaz de reduzir o edema no
modelo de monoartrite induzido pela injegdo de CFA em ratos;

5. A diacereina reduziu o dano na cartilagem articular, membrana sinovial
€ 0sso da articulagao do joelho de ratos que tiveram CFA injetado no espago sinovial

da articulagao do joelho.

Em sintese, os nossos dados demonstram que a diacereina foi capaz de
reduzir as alteragbes comportamentais (alodinia mecanica e térmica, dor espontanea
e edema) e histoldgicas (alteragdes morfolégicas na articulagéo do joelho), induzida
pela inje¢cdo de CFA na cavidade articular do joelho. Contudo, ainda séo necessarios
estudos adicionais para entender seu mecanismo de agao e possiveis efeitos tdéxicos

da diacereina.
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