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RESUMO

Objetivo: Avaliar in vivo o efeito do extrato hidroalcodlico do
Cisampelos sympodialis na osteoartrose induzida nos joelhos
direitos de ratos Wistar machos e fémeas. O extrato
hidroalcoolico foi obtido a partir da folha do Cisampelos
sympodialis. Material Métodos: Sessenta e quatro ratos Wistar
foram divididos em 08 grupos, cada um contendo 04 machos
e 04 fémeas. A osteoartrose foi induzida através da aplicacdo
do Adjuvante Completo de Freud's no joelho direito dos ratos
dos grupos de 1 a 7. Nao houve inducdo de osteoartrose nos
animais do grupo 8. A partir do décimo sexto dia ap6s a
inducdo, os animais do grupo 1, 2 e 3 receberam durante 30
dias, via oral, uma vez ao dia, 12,5 mg/kg, 25,0 mg/kg e 50,0
mg/kg, respectivamente, do extrato hidroalcodlico do
Cisampelos sympodialis. Os animais dos grupos 4, 5 e 6
receberam 1,2 mg/kg, 2,5 mg/kg e 5,0 mg/kg do extrato
hidroalcodlico do Cisampelos sympodialis, via intra articular
dos joelhos direito no 8°, 15° e 22° dias apds a indugdo da
osteoartrose. Os animais do grupo 7 e 8 receberam 03
infiltracbes com NaCl 0,9%, também em 8°, 15° e 22° dias
apos a inducdo. Resultados: Este estudo demonstrou que nao
houve diferenca estatisticamente significativa entre os graus e
estagios das lesdes degenerativas nas cartilagens dos joelhos
dos ratos que fizeram uso do extrato hidroalcodlico do
Cisampelos sympodialis, pés inducéo de osteoartrose, quando
comparadas com as cartilagens dos joelhos dos ratos do grupo
controle. Conclusé@o: O Extrato Hidroalcodlico do Cisampelos
sympodialis ndo provoca regeneracdo de cartilagens articulares
de joelhos de ratos submetidas & degeneracdo quimica.
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SUMMARY

Objective: To evaluate the in vivo effect of the hydroalcoholic
Cisampelos sympodialis in osteoarthritis induced in the right
knees of male and female rats. The hydroalcoholic extract was
obtained from leaf Cisampelos sympodialis. Material Methods:
Sixty-four rats were divided into 08 groups, each containing 04
males and 04 females. Osteoarthritis was induced by
application of Freud’'s Complete Adjuvant in the right knee of
mice of groups 1-7. There was no induction of osteoarthritis in
group 8. From the sixteenth day after induction, the animals in
group 1, 2 and 3 received 30 days, orally, once daily, 12.5 mg
/ kg, 25.0 mg / kg and 50.0 mg / kg, respectively, of the
hydroalcoholic Cisampelos sympodialis for 30 days. Animals
in groups 4, 5 and 6 received 1.2 mg / kg, 2.5 mg / kg and 5.0
mg / kg of hydroalcoholic Cisampelos sympodialis, intra articular
knee right at 8, 15 and 22 days after induction of osteoarthritis.
The animals in group 7 and 8 received 03 injections with 0.9%
NaCl, also at 8, 15 and 22 days after induction. Results: This
study demonstrated that there was no statistically significant
difference between grades and stages of the degenerative
cartilage in the knees of mice that made use of hydroalcoholic
Cisampelos sympodialis, post induction of osteoarthritis, when
compared with the cartilage of the knees of rats control group.
Conclusion: The hydroalcoholic extract of Cisampelos
sympodialis not cause regeneration of articular cartilage of
the knees of rats subjected to chemical degeneration.
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osteoartrite, osteoartrose, doenca articular
degenerativa ou simplesmente artrose, é um
processo caracterizado por progressiva erosao
da cartilagem articular, levando a esclerose e cistos
subcondrais, formacdo de oste6fitos marginais,
inflamacé&o sinovial, diminuig&o do espago articular, dor
amobilizacdo com redugdo da amplitude de movimento
articular, deformidade da articulacéo, atrofia muscular,
impoténcia funcional, com reducdo progressiva da
mobilidade do paciente e da sua qualidade de vida
(SARZI-PUTINI et al., 2005).

Cursa com processo inflamatdrio e degenerativo
que envolve praticamente todas as estruturas que fazem
parte da articulagdo acompanhada de diminuicdo das
propriedades visco elasticas do liquido sinovial
(WILSOM etal., 2005).

E a forma de artrite mais comum no mundo.
Atingindo a populacdo mais idosa, e com o envelhe-
cimento da populacdo mundial esta doenca tem se
tornado causa de incapacidade fisica e afastamento do
trabalho, onerando os sistemas de saude e de previ-
déncia (FLORES, HOCHBERG, 2003) resultando em um
dos mais altos custos de tratamento para os sistemas
de saude em todo o mundo (CAMANHO, 2001;
WATTERSON, 2000).

Nos ambulatoérios de Reumatologia é a doenga
mais freqlente, representando 30% a 40% dos atendi-
mentos. Dados da Previdéncia Social no Brasil apontam
a osteoartrite como responsavel por 7.5% de todos 0s
afastamentos do trabalho, como a segunda doenca entre
as que justificam auxilio inicial. E a segunda causa de
prorrogacao do auxilio doenca com 10,5% do total e a
quarta a determinar aposentadoria (SEDA, 2006).

A cartilagem normal é um tecido avascular
formado por uma grande matriz extracelular e esparsa-
mente povoada de células. A agua representa 66% a
80% de sua estrutura e 0 material organico é composto
de 48% a 62% de colageno tipo Il e de 22% a 38% de
proteoglicanos.

Esse conjunto de liquido de densidade variavel,
com fibras diversas entre as células é nutrido por embe-
bicdo, e seu processo anabdlico e catabdlico € regido
por diversos fatores, em especial os de cresci-mento.

A homogeneidade e o equilibrio dessa complexa
estrutura sdo mantidos por diversas enzimas, na sua
maioria secretada pelo condrdcito e por células sinoviais.

Durante décadas a fisiopatologia da osteoartrose
permaneceu obscura, sendo constantemente conside-
rada como resultado de simples desgaste da articulacéo.

Nas ultimas décadas progressos consideraveis
na compreensdo desta doenca tém sido alcancados
embora os fatores desencadeantes do inicio da agressdo
articular ainda nao sejam totalmente conhecidos.

No desenvolvimento da osteoartrose a desestru-
turacdo da cartilagem ocorre pela liberacdo de enzimas

degradadoras da matriz pelos condrécitos, levando
inicialmente a fibrilacdo, fragmentacdo e finalmente as
lesdes na superficie articular como abaulamento e
ulceracéo da cartilagem (RESENDE, 2002).

Os condrdcitos tém a capacidade de produzir
diversas citocinas e mediadores da inflamagéo (IL- 1b,
TNFa, IL-6, IL-8, 6xido nitrico, prostaglandinas),
moléculas essas que agem de maneira autdcrina ou
paraquina para promover um estado catabolico que leva
adano cartilaginoso progressivo (PELLETIER, 2001).

O processo catabélico que resulta em degene-
racdo da cartilagem inicia-se quando a IL-1 faz com que
0s condrécitos produzam quantidades aumentadas de
fatores catabélicos como as metaloproteases da matriz
(MMPS) e 6xido nitrico (NO) o que estimula os condréci-
tos produzirem mais NO (MARTEL-PELLETIER etal.,
1998).

O dxido nitrtico € um radical que pode danificar a
matriz extra celular da cartilagem. Além disso, a sua
producdo aumentada diminui os niveis do inibidor
natural da IL-1, o antagonista do receptor da interleucina
-1 (IL-1ra) (PELLETIER et al., 1996). E também um dos
mais poderosos indutores da resposta imune, ativando
e estimulando significativamente a migracéo de células
imunes (FRODO et al., 1999). Como o sistema mondcito/
macréfago é a principal fonte celular da IL — 1
(PELLETIER etal., 1993), isto pode levar a um aumento
substancial da concentracédo local de IL-1.

A IL-1 pode induzir a sintese de potentes
ativadores de enzimas, como o ativador receptor do
plasminogénio semelhante auroquinase (UPA-r), o qual
converte o plasminogénio em plasmina, que por sua vez
converte pr6-MMPs inativadas em MMPs ativadas
(MOLDOVAN et al., 2000), levando a posterior
degradacdo da matriz extra celular.

Além disso, as citocinas pré-inflamatérias como
a IL-1 podem regular para baixo o processo anabolico
(reparacdo) ao diminuir a sintese dos componentes da
matriz da cartilagem como o colageno tipo 1l pelos
condrocitos (GOLDRING et al., 1988).

O tratamento das lesGes nas cartilagens articula-
res, apesar de todo o progresso observado na Medicina,
ainda é um grande desafio para Reumatologistas,
Ortopedistas, Fisiatras e Cirurgides dos Joelhos.

InGmeros tratamentos clinicos e cirdrgicos ja
foram tentados, outros estdo em estudos, mas até o
momento ndo ha uma terapéutica que resulte em uma
recuperagdo definitiva ou uma “cura das leses das
cartilagens articulares” podendo haver necessidade de
colocagdo de proteses metalicas nos joelhos, nos casos
mais graves. A terapéutica até recentemente usada
objetivava apenas tratar os sintomas, melhorar a
mobilidade articular, diminuir a dor, e melhorar a qualidade
de vida do paciente, sem interferir na fisiopatologia da
osteoartrose.
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A procura de agentes terapéuticos provenientes
de plantas medicinais para tratamento de artrose tem
aumentado significativamente na Ultima década. 1sso
significa que num grande nimero de preparagdes
herbarias com possivel potencial terapéutico tem sido
avaliado em diversos modelos animais.

Diversos estudos, utilizando preparagdes herba-
reas foram e estdo sendo realizados, alguns contro-
versos, outros indicando efeitos na diminuicdo da dor,
outros sugerindo reparo da cartilagem com lesdes,
outros ndo identificando estes efeitos.

Nos ultimos anos surgiram medicamentos que
tentam retardar a progresséo da degeneracdo articular e
provocar a sua regeneragdo. S&o medicacBes que
procuram agir diretamente no processo que desencadeia
a degeneracdo da cartilagem, procurando prevenir,
retardar ou reverter esta alteragéo tecidual.

S8o medicamentos feitos a partir do extrato
insaponificavel de Abacate e Soja (Persea gratissima e
Glycene max), Babosa (Aloe vera), do Harpagophitum
procumbens (planta originaria da Africa). Sem serem
derivados de plantas, mas com este mesmo objetivo,
sdo usados o acido hialurdnico, glicosamina (sintética
ou retirada da carapaga de crustaceos) e a condroitina.
S8o produtos relativamente caros, que necessitam uso
por periodo prolongado, o que dificulta seu uso por
uma parcela maior da populacéo.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da
aplicacdo intra articular e do uso oral do extrato
hidroalcodlico do Cissampelos Sympodialis Eichl em
ratos com osteoartrose induzida nos joelhos.

No presente estudo foi usado o extrato hidroal-
coolico do Cissampelos sympodialis Eichl, que é uma
espécie da flora brasileira, procurando identificar efeito
na recuperacdo da degeneragdo da cartilagem em joelhos
de ratos Wistar, em que foi induzido osteoartrose,

A Cissampelos sympodialis é uma planta
encontrada desde o Ceard até o norte de Minas Gerais
ocorrendo principalmente em areas de semi-arido
(RHODES, 1975). Aespécie é conhecida popularmente
como “milona”, “jarrinha”, “orelha-de-onca” e
“abuteira”, cujas folhas e raizes sdo empregadas na
medicina popular no tratamento de doengas do aparelho
respiratorio, reumatismos e artrites (BARBOSA-FILHO
etal., 1997) e (AGRA et al., 2007a,b).

Para avaliarmos a agdo do extrato hidroalcodlico
do Cissampelos sympodialis, foi feita a utilizacdo do
extrato em aplicacdes intra articulares e por via oral. Os
ratos foram sacrificados, apés 15 dias do termino do
uso do extrato. Os joelhos foram dissecados e levados
a estudo histologico.

MATERIAL E METODOS

Os protocolos experimentais foram aprovados e

realizados de acordo com as orientagcGes do Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal
da Paraiba.

O material botanico foi coletado de plantas
cultivadas no Horto do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes Medeiros”,
também da Universidade Federal da Paraiba, Jodo
Pessoa, em marco e abril de 2007.

Foram utilizados ratos Wistar, albinos (Rattus
norvegicus), adultos, machos e fémeas (nuliparas e nao
gravidas) pesando entre 200 e 300 gramas obtidos no
biotério do Laboratdrio de Tecnologia Farmacéutica da
Universidade Federal da Paraiba. A idade minima para
inclusdo no trabalho foi de 08 semanas. Ratos com idade
superior a 16 semanas e peso acima de 350 gramas ndo
foram utilizados neste estudo.

Os animais foram alojados em gaiolas de aco de
16 cm x 34 cm x 49 cm, cobertos com tampa de ferro e
espaco para colocacdo de racdo padrdo e um bebedouro
de 500ml de &gua filtrada fornecida ad libitum. O
ambiente foi mantido com temperatura de 22 °C £ 2°C em
ciclo claro/escuro de 12 horas e tinham livre acesso a
agua e alimento.

O estudo histolégico foi realizado no Laboratério
de Microscopia e Imagem Bioldgica da Universidade
Federal da Paraiba.

Foi induzida osteoartrose no joelho direito dos
ratos do grupo 1 a 7, com a utilizagdo de 0,1 mg intra
articular de Freud’s Adjuvant em dose Gnica. No grupo
8 ndo houve inducdo de osteoartrose. No oitavo dia
apos a inducdo, os animais do grupo 1, 2 e 3 receberam
12,5 mg/Kg, 25,0 mg/Kg e 50,0 mg/kg respectivamente
do extrato hidroalcodlico do via oral durante 30 dias.

Os animais dos grupos 4, 5, e 6 receberam 1,2
mg/kg, 2,5mg/Kg e 5,0 mg/Kg, via intra articular, nos
joelhos submetidos a inducdo de osteoartrose no 8°,
150 e 22° dia respectivamente. Os animais do grupo 7 e 8
receberam 03 infiltragdes com NaCl 0,9%, também no
8°, 15° e 22° dia apds a inducdo da osteoartrose.

No 15° dia ap6s o termino do uso do extrato 0s
ratos foram sacrificados por tracdo cervical, e os joelhos
dissecados e encaminhados para estudo histoldgico.
Quinze dias ap6s o término do uso do extrato hidro-
alcoolico, todos os ratos foram sacrificados por tracéo
cervical, os joelhos das patas direitas foram dissecados
e enviados para estudo histologico.

RESULTADOS

No que diz respeito a administracdo do Extrato
hidroalcodlico do Cisampelos sympodialis, (EHACS)
por via oral, analisando os graus e estagios da lesdo da
cartilagem articular de ratos ndo se observou diferencas
estatisticas significantes nas doses de 12,5mg/kg, 25

28

Rbras ci Saude 13(1):26-32, 2009



TORRES et al.

mg/kg e 50 mg”kg, conforme Figuras 1 e 2. Na Figura 3
estdo expressos os valores obtidos da area lesada, que
resultou da multiplicacdo do grau pelo estagio,
corroborando com a auséncia do efeito do Extrato

EHACS V.O.

Grau da lesdo articular

Tratamentos

EHACS V.O.
4=

Estagio da leséo articular

Tratamentos

EHACS V.O.
164

Escore da lesdo articular
o]
3

Tratamentos

hidroalcodlico usado sob as lesGes das
cartilagens articulares. Os resultados expressos em
mediana (menor valor-maior valor) constam na Tabe-
lal.

=1 Controle NaCl (VII)

-T— E312,5 mg/Kg EHACS
4 T B 25,0 mg/Kg EHACS
B 50,0 mg/Kg EHACS
2 m Sem indug&o OA - NaCl (VIII) Os valores representam média + e.p.m.
(n=8); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
(Mann Whitney test).
2+
Figura 1: Efeito do EHACS por via
11 oral sobre o grau de lesédo
histolégica da cartilagem articular
o de ratos.

=1 Controle NaCl (VII)

T =112,5 mg/Kg EHACS

B 25,0 mg/Kg EHACS

of T B 50,0 mg/Kg EHACS
Il Sem indug&o OA - NaCl (VIIT) Os valores representam média + e.p.m.
(n=8); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001

2 (Mann Whitney test).

- Figura 2: Efeito do EHACS por via
oral sobre o estagio de lesao
histolégica da cartilagem articular

0 de ratos.

=1 Controle NaCl (VII)
£==112,5 mg/Kg EHACS
25,0 mg/Kg EHACS

144
1 = —
124 N 50,0 mg/Kg EHACS
10 Il Sem indug&o OA - NaCl (VIII)
Os valores representam média + e.p.m.
(n=8); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
6 (Mann Whitney test).
¢ Figura 3: Efeito do EHACS por via
& oral sobre o escore da leséo
o histolégica da cartilagem articular

de ratos.
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Tabela 1: Efeito do EHACS por via oral sobre a lesao histolégica da cartilagem articular de ratos.

Controle 12,5 mg/Kg 25,0 mg/Kg

50,0 mg/Kg Sem inducdo OA

NaCl (V1) EHACS EHACS EHACS NaCl (VIiI)
Grau (0-6) 4(3-5) 4(3-5) 4(2-4) 4,5(1-5) 0(0-1)***
Estagio (1-4) 3(1-4) 4(2-4) 3,5(2-4) 2(1-4) 0(0-1)***
Escore (0-24) 12(4-16) 14(6-16)  12(8-16) 8(1-20) 0(0-1)***

Valores: Mediana (menor valor — maior valor). **p<0,001, * p<0,05 vs. Controle (Mann Whitney test)

Quando administrado por via intra-articular, nas estagios e aos escores, das lesfes histoldgicas da
doses de 1,2 mg”kg, 2,5 mg”’kg, 5,0 mg”’kg, também ndo cartilagem articular de ratos, entre os grupos tratados e
foram observadas diferencas significativas quando o controle (Figuras 4, 5, 6). Os resultados expressos em
comparados as medianas correspondentes aos graus, mediana (menor valor-maior valor) constam na Tabela 2.

EHACS Intra-articular

= Controle NaCl (VII)
—_1 31,2 mg/Kg EHACS
4 1 == 2,5 mg/Kg EHACS
I 5,0 mg/Kg EHACS
Il Sem inducdo OA - NaCl (VIII)

24

Grau da leséo articular

1+

Tratamentos

EHACS Intra-articular

=1 Controle NaCl (VII)

T 11,2 mg/Kg EHACS

—l— E=2,5 mg/Kg EHACS

31 mm 5,0 mg/Kg EHACS
I Sem indug&o OA - NaCl (VIII)

24

14

Estagio da leséo articular

Tratamentos
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Os valores representam média + e.p.m.
(n=8); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
(Mann Whitney test).

Figura 4: Efeito do EHACS por via
intra-articular sobre o grau de
lesdao histolégica da cartilagem
articular de ratos

Os valores representam média + e.p.m.
(n=8); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
(Mann Whitney test).

Figura 5: Efeito do EHACS Por via
intra-articular sobre o estagio de
lesao histolégica da cartilagem
articular de ratos
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Escore da leséo articular

3
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1 Controle NaCl (VII)
31,2 mg/Kg EHACS
== 2,5 mg/Kg EHACS
B 5,0 mg/Kg EHACS
Il Sem induc&o OA - NaCl (VIII)

Os valores representam média + e.p.m.
(n=8); *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
(Mann Whitney test).

Figura 6: Efeito do EHACS Por via
intra-articular sobre o escore de
lesdo histoldgica da cartilagem
articular de ratos.

Tabela 2: Efeito do EHACS por via intra-articular sobre a lesao histolégica da cartilagem articular de ratos.

Controle 1,2 mg/Kg 2,5 mg/Kg 5,0 mg/Kg Sem indugédo OA
NacCl (VII) EHACS EHACS NacCl (VIIl)
Grau (0-6) 4(3-5) 4(1-5) 3(1-6) 0(0-1)**=*
Estagio (1-4) 3(1-4) 3,5(3-5) 3(1-4) 0(0-1)**=*
Escore (0-24) 12(4-16) 13,5(4-20) 3(1-24) 0(0-1)**=*

Valores: Mediana (menor valor — maior valor). ***p<0,001, * p<0,05 vs Controle (Mann Whitney test).

Atividade antiinflamat6ria e o uso do Cisampelos
sympodialis em doengas reumaticas e artrites
(BARBOSA-FILHO etal., 1997) (AGRA et al., 2007a,b)
foram reportados na literatura (referéncias), entretanto
este efeito ndo foi observado neste estudo, talvez por
ter sido administrado, por via intra-articular em doses
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