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RESUMO

MORAIS, Sebastido Vieira de. A¢do do Cuminaldeido em modelo experimental de
osteoartrite em ratos. 2024. 65 f. Tese (Doutorado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Osteoartrite (OA) € uma doenca cronica degenerativa de grande impacto mundial,
caracterizada pela faléncia articular generalizada, sendo associada com o aumento da idade.
Portanto, encontrar novas formas de tratamento dessa doenca é de fundamental importancia. O
cuminaldeido é um componente biologicamente ativo dos 6leos essenciais de Cuminum
cyminum, Carum alcaravia, Cinnamomum cassia e Cinnamomum verum, sendo que estudos
farmacoldgicos apontam a utilizacdo dessa substancia em modelo experimental de diabetes,
cancer, inibicdo da lipoxigenase e inflamacdo. A partir desses estudos hipotetizamos que o
cuminaldeido possui potencial analgésico e anti-inflamatério. O estudo objetivou avaliar 0s
efeitos do cuminaldeido em modelo experimental de osteoartrite em joelhos de ratos com
monoiodoacetato de sédio (MIA). Foram utilizados 24 ratos Wistar que tiveram OA induzida
e tratados via oral com cuminaldeido (5 mg/kg), soro fisiolégico (0,1mL/kg), indometacina via
(2,5 mg/kg) e grupo SHAM (sem indugdo de OA e sem intervencdo). O cuminaldeido mostrou-
se eficiente ao reduzir a dor dos animais com OA nos testes de deambulacéo forcada, alodinea
tactil, incapacidade funcional da distribuicdo de peso nas patas e na dor espontanea avaliada
através das mudancas nas expressoes faciais dos ratos pelo Mouse Grimace Scale - MSG sendo
superior a indometacina em todos os testes avaliados. A andlise radiografica e os dados
histoldgicos ndo demonstraram alteracdes significativas entre o grupo controle e 0s grupos que
receberam tratamento. O cuminaldeido também modulou a producdo de citocinas pro-
inflamatdrias O ensaio in vitro de inibicdo da ciclo-oxigenase evidenciou uma relativa
preferéncia por inibicdo a enzima COX-2. O estudo de docagem molecular indicou que o
cuminaldeido possui parametros de afinidade energética satisfatdrios com receptores opioides,
embora inferiores a farmacos tradicionalmente utilizados para esse fim. Os dados de predicao
de atividade sugerem que esta molécula possui atividade anestésica em nivel central e é
substrato de enzimas do complexo CYP, assim como outros anestésicos conhecidos. O
tratamento da OA com cuminaldeido na dosagem (50 mg/kg) ndo alterou os parametros
hematol6gicos. O cuminaldeido modula a resposta imune do processo inflamatério e pode ser
considerado um composto promissor para o desenvolvimento de novos medicamentos anti-
inflamatdrios e analgésicos.

Palavras-chave: dor; osteoartrite; cuminaldeido; modelos experimentais.



ABSTRACT

MORAIS, Sebastido Vieira de. Cuminaldehyde action in an experimental model of
osteoarthritis in rats. 2024. 65 f . Doctoral Thesis in Medical Sciences - Faculdade de Ciéncias
Meédicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2024.

Osteoarthritis (OA) is a chronic degenerative disease of great impact worldwide,
characterized by generalized joint failure, and is associated with increasing age. Therefore,
finding new ways to treat this disease is of fundamental importance. Cuminaldehyde is a
biologically active component of the essential oils of Cuminum cyminum, Carum alcaravia,
Cinnamomum cassia, and Cinnamomum verum. Pharmacological studies indicate the use of
this substance in experimental models of diabetes, cancer, lipoxygenase inhibition, and
inflammation. From these studies we hypothesized that cuminaldehyde has analgesic and anti-
inflammatory potential. The study aimed to evaluate the effects of cuminaldehyde in an
experimental osteoarthritis model in rat knees with sodium monoiodoacetate (MIA). We used
24 Wistar rats that had induced OA and treated orally with couminaldehyde (5 mg/kg), saline
(0.1mL/kg), indomethacin via (2.5 mg/kg) and SHAM group (no induction of OA and no
intervention). Cuminaldehyde proved to be efficient in reducing the pain of OA animals in the
tests of forced walking, tactile allodynia, functional disability of weight distribution on the legs,
and in spontaneous pain evaluated through changes in facial expressions of the rats by the
Mouse Grimace Scale - MGS, being superior to indomethacin in all tests evaluated.
Radiographic analysis and histological data showed no significant changes between the control
group and the groups that received treatment. The in vitro cyclooxygenase inhibition assay
showed a relative preference for inhibition of the COX-2 enzyme. The molecular docking study
indicated that cuminaldehyde has satisfactory energy affinity parameters with opioid receptors,
although lower than drugs traditionally used for this purpose. Activity prediction data suggest
that this molecule possesses anesthetic activity at the central level and is a substrate of CYP
complex enzymes, as are other known anesthetics. Thus, it is concluded that cuminaldehyde
has relevant analgesic and anti-inflammatory activity in the treatment of experimental
osteoarthritis in rat knees.

Keywords: pain; osteoarthritis; cuminaldehyde; experimental models.
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INTRODUCAO

A dor, um dos maiores dilemas da medicina, é relatado como o sintoma mais comum
das doencgas. Apesar dos Varios medicamentos analgésicos disponiveis que sdo usados
regularmente no tratamento da dor, ha uma grande preocupacdo em relacdo ao controle
inadequado da dor!. As reagdes adversas dos medicamentos analgésicos sdo os  principais
desafios que podem restringir sua aplicacéo clinica?.

Investimentos recente em pesquisa clinica nas Gltimas décadas forneceu dados
importantes sobre os fatores de risco associados ao desenvolvimento da progressdo das
doencas. Novas descobertas em relacdo a fisiopatologia da OA tém permitido uma melhor
compreensdo do processo da doenca e identificado potenciais drogas terapéuticas. Os avancos
recentes em compreender a origem e mecanismo da dor na OA ponto de vista clinico e estrutural
ajudara no desenvolvimento de terapia com risco beneficio mais direcionado que também
podera melhorar a qualidade de vida dos pacientes®,

A osteoartrite é definida pelo Colégio Americano de Reumatologia como um conjunto
de alteraces heterogéneas que induzem sinais e sintomas articulares dolorosos associados a
defeitos na integridade da cartilagem articular e membrana sinovial em associacao as alteracdes
relacionadas ao tecido Gsseo situado na margem articular®.

E caracterizada pela degeneracdo da cartilagem e outras estruturas da articulacéo,
incluindo o osso subcondral. E a doenca articular mais prevalente, sendo que até 40% das
pessoas com mais de 65 anos apresentardo degeneracdo do joelho ou quadril. Ocorre mais
frequentemente em mulheres, sendo diagnosticada basicamente com avaliacdo clinica e
radiografica, sendo a dor a queixa mais frequente durante a consulta médica®®. O padréo algico
varia entre 0s pacientes, de intermitente a constante, podendo ter carater nociceptivo ou
neuropatico’.

A dificuldade de realizacdo de estudos em humanos levou a necessidade do
desenvolvimento de modelos experimentais de artrites que apresentem semelhanga com a
fisiopatologia da doenca humana. Em modelos experimentais com animais podem-se tragar
paralelos com as alteragfes quimicas e histoldgicas observadas na doenca, podem-se realizar
manipulagdes experimentais para testar novos medicamentos ou procedimentos, com controle
maior das variaveis envolvidas, como exclusdo do placebo, homogeneidade do grupo entre

outros®.
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A osteoartrite induzida por iodoacetato monossodico intra-articular no joelho de ratos é
um bom modelo a ser utilizado em pesquisas relacionadas, pois fornece mudangas mensuraveis
nos movimentos articulares, alodinia tatil, degeneragédo radioldgica progressiva e inflamacéo
microscopica da membrana sinovial, que representam marcadores para avaliacdo de
osteoartrite®,

N&o existe cura para a osteoartrite. A doenga resulta em um impacto direto na economia
em decorréncia dos elevados gastos publicos com hospitais e medicamentos®. E a segunda
doenca a justificar o auxilio-doenca inicial, totalizando 7,5% desse tipo de auxilio e & também
a segunda causa a justificar a prorrogacéo do beneficio, totalizando 10,5% dos casos. E a quarta
causa a justificar a aposentadoria precoce por invalidez*?.

N&o ha consenso a respeito do tratamento ideal da osteoartrite. Varias alternativas
terapéuticas tém sido utilizadas visando a melhoria da dor e do padrao funcional dos pacientes.
Dentre esses métodos destaca-se os farmacoldgicos (que estdo relacionados a diversos efeitos
colaterais), 0s agentes fisicos, os de terapia alternativa (homeopatia, acupuntura e

medicamentos fitoterapicos) e os cirrgicos*?>4,
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1 REFERENCIAL TEORICO

1.1  Epidemiologia

A osteoartrite é a doenca articular mais comum em todo o mundo, afetando cerca de
10% dos homens e 18% de mulheres com mais de 60 anos. A dor e a perda de a funcao constitui
o principal sintoma podendo ser debilitante e progressivo; em paises desenvolvidos, o prejuizo
socioeconémico resultante é grande, custando entre 1 - 0% e 2 - 5% do produto interno bruto®®.

A OA ¢ considerada a principal causa de dor e incapacidade em idosos, sendo uma das
principais causas de reducdo da expectativa de vida devido a incapacidade!®"8, Além disso, a
OA gera gastos onerosos para 0 sistema de salde, atribuidos principalmente ao uso de
medicamentos para o controle do quadro algico e a realizacdo da artroplastia do quadril e do
joelho®®,

A (OA) é a uma doenca de carater progressiva na maioria dos casos irreversivel
podendo levar a incapacidade funcional dos individuos, afetando a qualidade de vida, além de
produzir altos custos para os servicos de salde, relacionados, principalmente, ao controle do
quadro algico e a realizacdo de artroplastias'®2®?! no que tange os cuidados hospitalares; perda
da produtividade por afastamento do trabalho e elevado indice de cirurgias de artroplastia de
joelho s&o comuns™®.

A OA é uma das doengas que mais causam dor musculoesquelética frequente e
persistente, podendo atingir um a cada cinco individuos, principalmente idosos, causando dor
cronica e incapacidade articular, principalmente nos joelhos?. No Brasil, o0s estudos
epidemiolégicos sdo escassos e ndo mostram a amplitude do impacto da OA na sociedade, além
disso, as estimativas de ocorréncia de OA variam com a definicdo usada para categorizar a
doenca e, também caracteristicas da populacdo do estudo incluindo a idade?®. Dados da
previdéncia mostram que as doengas reumaticas representam 18,5% dos casos totais de auxilio-
doencga. desses a OA representa 8,2 sendo que OA de joelho e mais correspondendo quase
metade dos casos?*. E a Organizacdo Mundial de Satde estima que no mundo haja 9,6% dos
homens e 18% das mulheres acima de 60 anos com OAZ,

Nos Estados Unidos?® estimam que 43 milhdes de pessoas sio afetadas, onde 36% dos
individuos com mais de 60 anos possuem OAJ?, apresentando um custo anual de

aproximadamente 60 bilhdes de dolares?. Estima—se que a OA sintomatica do joelho afeta
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aproximadamente 12% da populagdo idosa (= 60 anos), a OA sintomatica de mao (6,8% > 26

anos) e quadril (9,2%, >45 anos)?1?°,

1.2 Patogénese

A cartilagem articular é composta principalmente de agua, colageno, proteoglicans e
condrdcitos (as Unicas células residentes). Ele também contém outros coldgenos menores (tipo
VI, IX e XI) e vérias proteinas ndo colagenas e glicoproteinas. Os condrécitos sdo responsaveis
por manter uma renovacdo da cartilagem equilibrada e responder as mudancas induzidas pela
carga articular, citocinas, fatores de crescimento e a pressdo presenca de moléculas de matriz
fragmentadas na ECM da cartilagem. Durante a embriogénese, os condrécitos sdo responsaveis
pelo crescimento 6sseo longitudinal dentro da placa de crescimento epifisaria®®. Os condrécitos
diferenciam-se dos formadores de coldnias fibroblasto e células-tronco mesenquimais
posteriores e inicialmente expressam colageno tipo | antes da diferenciagdo em condrdcitos
fetais®!.

Os condrécitos sdo células totalmente diferenciadas, responsaveis pela funcdo da
cartilagem articular hialina adulta, mantendo o equilibrio preciso entre as fun¢des anabdlica e
catabolica da cartilagem. Esse equilibrio requer estabilidade fenotipica que € perdida na
osteoartrite (OA), uma doenca que afeta e envolve todos os tecidos articulares e,
principalmente, impacta a integridade estrutural da cartilagem articular. Na OA, os condrocitos
articulares respondem ao acumulo de insultos prejudiciais bioquimicos e biomecanicos,
mudando para um estado de e hipertrofia e degradacdo. envolvendo produgéo de uma matriz
extracelular anormal e aumento das atividades de agrecanas e colagenase. Durante o
crescimento hipertrofia € um estagio de desenvolvimento transitério necessario nos condrocitos
na placa fisaria que culmina na formag&o 0ssea; entretanto, na AQ, a hipertrofia dos condrécitos
é catastrofica pois ela inicia e perpetua uma cascata de eventos que, em Gltima analise, resulta
em dano permanente a cartilagem. Estudos mostram que metilacdo do DNA e alteracfes na
sinalizacdo de NF-kB em OA, leva a perda de estabilidade fenotipica e a diferenciacdo
hipertréfica dos condrocitos como fatores contribuintes centrais para a patogénese da OA®,

A progressdo da OA (Figura 1-b). Respostas celulares na cartilagem com OA.
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Figura 1 - Desenho esquematico mostrando alteragdes na patogénese da OA.
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A OA é uma doenga multifatorial’. Uma complexa interacdo de fatores genéticos,
metabolicos, bioguimicos e biomecanicos, seguida pela ativacdo da resposta inflamatéria
resulta em degeneracdo cronica do tecido cartilaginoso, além de alteracdes no osso subcondral
e sindvia®*,

Trata-se de uma doenca inflamatéria, com elevacdo de citocinas pro-inflamatorias,
como a interleucina 1P (IL1p) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que diminuem a sintese
de colageno e promovem o aumento de mediadores catabélicos, como metaloproteinases, que
degradam componentes da matriz extracelular e do osso subcondral*®,

O aumento dos niveis de IL— 1 e TNF—a é determinado pela secre¢do por condrécitos
e sinovidcitos semelhantes a macréfagos (MLS). Estas citocinas afetam também os condrocitos
e sinoviocitos semelhantes a fibroblastos (FLS), aumentando a producéo de citocinas e enzimas
proteoliticas, e inibindo a sintese de componentes da matriz extracelular, sendo que a IL-1
inibiria a sintese de agrecanos e suprimiria a sintese dos colagenos Il e IX, que sdo constituintes
mais importantes da cartilagem, e aumentaria a producgéo dos colagenos I e 11, resultando numa
reparacdo tecidual deficiente*3®.

A nivel histoldgico, as mudancas da sin6via incluem hipertrofia e hiperplasia sinovial

com aumento do numero de fileiras de células e infiltracdo de focos dispersos de linfdcitos. A
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articulacdo do joelho é a mais acometida pela doenca, apresentando alto potencial de
incapacidade funcional®’,

Caracteriza-se por ser uma afecgo dolorosa das articulages, multifatorial e cronica=°
com destruicdo da cartilagem e do osso subcondral, reducdo do espaco articular, sinovite e
formacdo de ostedfitos que leva a incapacidade funcional progressiva®® principalmente nas
articulagdes dos membros inferiores (joelhos)*. Vérios processos celulares e moleculares estdo
envolvidos nessas alteragcfes patologicas. Quando o mecanismo fisiolégico normal que mantém
o0 equilibrio da matriz extracelular falha, os componentes da matriz extracelular sdo perdidos,
os condrdcitos expandidos se aglomeram nas regides depletadas, um estado oxidativo é
induzido no ambiente celular estressado e, por fim, ocorre a apoptose de condrocitos*?43,

A doenca apresenta caracteristicas multifatoriais, incluindo fatores genéticos,
metabolicos e traumaticos, levando a alteracbes anatdmicas, biogquimicas, moleculares e
biomecanicas, que resultam em les&o da cartilagem articular, remodelacao e esclerose do 0sso
subcondral, com formacdo de oste6fitos marginais. Pode afetar qualquer articulagdo sinovial,
contudo, acomete principalmente joelhos, quadris, mdos e coluna, e pode ocorrer em mais de
uma articulagdo ao mesmo tempo3*44,

O processo degenerativo da doenca ndo afeta apenas a cartilagem articular, mas
também envolve toda a articulacdo e todos os seus componentes, ligamentos, capsula,
membrana sinovial e masculos peri-articulares. A ativacao das celulas sinoviais inflamadas
produzem o excesso de liquido sinovial, levando ao edema capsular. Este inchaco, através de
um reflexo espinhal, inibe a ativacdo completa de musculos que ligam a articulacdo (inibicéo
artrogénica) e isso, combinado com a falta de uso, leva a fraqueza muscular e atrofia®.

Embora vérios fatores de risco estejam associados a OA, a etiologia exata da doenca
permanece em grande parte desconhecida. Contudo, a compreensdo da etiologia da doenca
parece ser determinante para caracterizar a sequéncia das alteracfes patoldgicas na OA. Em
individuo obeso, por exemplo, a alteracéo inicial pode ser a formacao 0ssea aumentada, seguida
pela destruicdo articular e sinovite. No caso de lesfes traumaticas, tem se a inflamacao articular
aguda seguida por sinovite e destruicdo da cartilagem e por ultimo, alteragdes Gsseas*®474®,

Ocorre mais frequentemente em mulheres, sendo diagnosticada basicamente com
avaliagdo clinica e radiografica, sendo a dor a queixa mais frequente durante a consulta
médica®®. O padrdo algico varia entre os pacientes, de intermitente a constante, podendo ter
carater nociceptivo ou neuropatico’.

Apos a fase aguda e cronificacdo da doenca existe a sensibilizacdo dos estimulos

nocivos que sdo transmitidos pelos nociceptores periféricos em atividade eletroquimica — pela
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despolarizacéo dos terminais periféricos de neurdnios sensoriais primarios de alto limiar, com
0s potenciais de acdo (APs) resultantes conduzidos ao sistema nervoso central (SNC) pelos
axonios sensitivos aferentes primarios. Ao chegar no neurdnio pré-ganglionar e feito a sinapse
com 0s neurdnios de projecdo secundaria no corno dorsal da medula espinhal que transmitem
informagdes para o tronco cerebral e o talamo, cortex, hipotdlamo e sistema limbico. A partir
destes iniciam—se as vias descendentes, que possuem um papel importante na modulacdo da
dor. Elas sdo projetadas a uma regido mesocefalica denominada de substancia cinzenta, e destas
para diferentes nucleos bulbares, e destes ao corno dorsal da medula. Estimulactes
farmacoldgicas ou elétricas desses nicleos podem inibir a transmisséo sinaptica, provocando o
bloqueio da dor (Figura 2)#-°9°1,

Figura 2 - Esquema das vias da dor nociceptiva.
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1.3 Tratamento da osteoartrite

Os tratamentos disponiveis para OA sdo baseados principalmente na utilizacdo de
analgesicos, inibidores da enzima ciclo-oxigenase - 2 (COX-2) e drogas anti-inflamatdrias ndo
esteroidais (AINES), contudo ainda € muito insuficiente, uma vez que ndo conseguem reverter

0 avanco da doenca e apresentam efeitos colaterais importantes, além da dor ser refrataria aos
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tratamentos atuais®***. O uso prolongado de AINES, apesar de promover alivio momentineo,
eleva o risco de disfuncéo renal, complicacdes gastrointestinais e doencas cardiovasculares?®°,
Um problema que deve ser considerado no caso das comorbidades € a interacdo medicamentosa.
O uso crénico medicagbes para o controle algico por pacientes com OA podem interferir no
controle da PA, especialmente em pacientes hipertensos. Estudos recentes, mostraram que a
incidéncia da HAS foi significativamente maior nos pacientes com OA de joelho. Indicando
que os pacientes com OA de joelho tem maior risco de desenvolver a HAS®®. Um estudo de
meta-analise mostrou relacdo significativa entre a HAS e a OA de joelho (radiografica e
sintomatica)®’.

Dada a alta prevaléncia de dor e complicacBes no seu tratamento, hd uma necessidade
perceptivel de desenvolver novos medicamentos analgésicos, melhorando sua eficicia e
seguranca. Na medicina tradicional, varios remédios a base de ervas tém sido usados em a fim
de controlar a dor por décadas. Estudos recentes tém focado em ervas medicinais como uma
das fontes mais importantes de descoberta de drogas devido aos seus efeitos benéficos no
tratamento da dor®®,

Desde os primordios da humanidade, as plantas fitoterapicas tém sido utilizadas como
importante recurso terapéutico, visto que possuem uma grande variedade de metabdlitos que
apresentam atividades biol6gicas e farmacolodgicas relevantes, com grande potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos analgésicos e anti-inflamatérios®®.

As especiarias ndo sé sdo usadas como condimentos alimentares, também é utilizado na
area da industria de perfumaria, cosmética e na producédo de artigos de higiene pessoal. Além
disso, reconhece-se que varias especiarias possuem propriedades medicinais sendo usadas
desde ha muito tempo na medicina tradicional com diferente beneficios para a saude, os quais
foram reconhecidos nas ultimas décadas através de estudos de investigagdo que permitiram
documentar atividades tais como agdo como analgésicos, anti-inflamatorio, estimulante
digestiva, efeito hipolipidémico, atividade antidiabética, atividade antimicrobiana,
antioxidante, antimutagénico e anticarcinogénico, entre outras.

No laboratério da universidade federal do maranhdo varias plantas tém sido testadas no
tratamento da OA entre elas a Arrabidaea chica Humb. e Bonpl. Verlot®, Chenopodium
ambrosioides®® e Scoparia dulcis®.

Cuminum cyminum € uma espécie vegetal utilizada como especiaria e é vulgarmente
conhecida como cominho. Rica em 6leos essenciais, a planta j& foi amplamente utilizada como
aperitivo, anti-helmintico, carminativo, diurético, estomaquico, emenagogo, eupéptico,

espasmolitico, sedante, analgésico e anti-inflamatorio. E uma espécie rica em minerais, tais
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como fosforo, potassio e magnésio. Também é rico em vitamina A, C e K®. Sua composigéo
quimica se da basicamente por terpenos e flavandides. Porém, o principal componente quimico
encontrado na espécie vegetal € o cuminaldeido. O cuminaldeido também pode ser encontrado
nos 6leos essenciais de Carum alcaravia, Cinnamomum cassia e Cinnamomum verum®,

Também denominado de 4-isopropilbenzaldeido, o cuminaldeido é um benzaldeido com
um grupo isopropilo substituido na posicéo 4. Estudos recentes indicam que essa substancia
inibe a fibrilacdo da alfa-sinucleina que em condigdes patoldgicas formam fibrilas insolUveis
caracterizadas por corpos de Lewy, como na doenca de Parkinson e outras doencas
degenerativas do sistema nervoso®. Além disso, o cuminaldeido também ja foi utilizado para
o tratamento de melanomas®,

Estudos mostraram que a administracdo de cuminaldeido melhorou as alteragcdes na
morfologia hepética e no peso do figado em ratos, diminuiu niveis de enzimas hepaticas e inibiu
a lipogénese. Dessa forma, sugere-se que o cuminaldeido é um composto aromatico potencial
no tratamento da doenca hepética gordurosa ndo alcoolica®®. Esses dados corroboram com
estudos realizados, onde concluiu-se que o cuminaldeido possuia um potente efeito de
antiobesidade em ratos obesos induzidos por dieta hiperlipidica®’.

Resultados de estudos demonstraram que cuminaldeido apresenta efeitos
antinociceptivos e antineuropaticos ao longo da estimulacéo de receptores opidides, L-arginove
guanilil ciclase / via cGMP e supressdo de citocinas inflamatdrias®®.

Abaixo, uma imagem ilustrativa da planta, sementes e estrutura molecular (Figura 3).

Figura 3 - Planta Cuminum Cyminum (A), sementes (B), e estrutura molecular (C).

Fonte: Adaptacao®®
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Geral
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Avaliar o efeito do cuminaldeido em modelo experimental de osteoartrite em ratos.

Especificos

9)

Avaliar o efeito do cuminaldeido sobre o grau de incapacitacdo
articular, através de parametros clinicos;

Verificar o efeito do cuminaldeido sobre as alteragdes radiol6gicas
articulares;

Averiguar histologicamente o efeito do cuminaldeido sobre a lesdo da
cartilagem articular;

Avaliar e quantificar o efeito do cuminaldeido na producéo de citocinas
pré e anti-inflamatorias.

Verificar o efeito in vitro do cuminaldeido sobre a inibi¢do da ciclo-
oxigenase le 2;

Avaliar os pardmetros da interacdo molecular do cuminaldeido com
receptores opidides atravées de docking molecular.

Analisar parametros bioquimicos e hematoldgicos em todos 0s grupos

do experimento;
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3  MATERIAIS E METODOS

3.1 Cuminaldeido

O reagente utilizado no presente estudo foi obtido comercialmente (135178 Sigma-
Aldrich), com 98% de pureza, armazenado em temperatura ambiente até 0 momento de sua

utilizacdo. Foi utilizado dose de 50mg/kg por gavagem.

3.2 Animais

Neste estudo foram utilizados 24 ratos machos da linhagem Wistar, espécie Rattus
norvegicus (variedade albinus) adultos com aproximadamente 30 dias, com variacdo de peso
entre 2809 a 330g fornecidos pelo Biotério Central da UFMA. Os animais foram mantidos no
Biotério Setorial do Prédio Pesquisa e P6s-Graduagdo do Centro de Ciéncias Bioldgicas e Satde
(CCBS/UFMA), sob condicdes controladas de luz (ciclo claro/escuro de 12 horas) a uma
temperatura de 22 + 2° C e umidade de ar 40 a 60%, com racdo comercial da marca Labina® e

agua ad libitum.

3.3 Procedimento ético

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de animais da Universidade
Federal do Maranhdo (CEUA/UFMA) sob o numero 23115.031386/2019-28. Para realizacéo
dos procedimentos experimentais foram obedecidas as normas éticas da International
Association for Study of Pain (IASP), que regulam experimentos realizados em animais
(COMMITEE FOR RESEARCH AND ETHICAL ISSUES OF THE IASP, 1983).
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3.4  Caracterizacao do tipo de estudo, selecdo da amostra e delineamento experimental

Este estudo foi caracterizado como ensaio pré-clinico experimental, com distribuicéo
aleatdria dos grupos de animais. Como controle positivo no estudo para testar o cuminaldeido
se utilizou o anti-inflamatorio indometacina administrado oralmente. Esse anti-inflamatorio é
um medicamento com mecanismo de ac¢do que abrange a inibi¢do da sintese de todas as PGs,
por bloqueio reversivel da via mediada pelas cicloxigenases.

Os 24 animais foram divididos em quatro grupos experimentais, cada um com seis
animais.

1. GRUPO SHAM (GCS n=06): animais sadios ndo tratados e ndo submetidos a

inducdo para OA,

2. GRUPO CONTROLE NEGATIVO (GCN n=06): animais induzidos no dia zero

(DO) (2mg de MIA no joelho direito) e tratados por via oral do primeiro dia (D1) ao

vigésimo dia (D28) de forma terapéutica com 1mL/Kg/dia com cloreto de sodio (NaCl)

a 0,9%;

3. GRUPO CUMINALDEIDO (GC n=06): animais induzidos no DO (2mg de MIA no

joelho direito) e tratados por via oral do D3 ao D28 de forma terapéutica com 5

mg/Kg/dia de cuminaldeido;

4. GRUPO INDOMETACINA (Gl n=06): animais induzidos no DO (2mg de MIA no

joelho direito) e tratados por via oral do D3 ao D28 de forma terapéutica com

2.5mg/Kg/dia de indometacina.

Figura 4 - Fluxograma ilustrativo do protocolo experimental do tratamento da osteoartrite com cuminaldeido.
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Fonte: Elaboragdo propria



25

Foram feitos testes de aclimatacdo durante sete dias e testes basais em todos 0s grupos.
A eutanasia foi feita um dia depois de terminar os testes clinicos e comportamentais através da
administracdo, por via intraperitoneal de sobredosagem de cetamina 300mg/kg + xilazina
30mg/kg, apoés confirmagdo da perda de consciéncia e morte. A dose adotada para a
indometacina foi de 2,5mg/kg.

3.5  Modelo experimental de osteoartrite

Os animais foram anestesiados com injecao intraperitoneal de cloridrato de cetamina
2,5% - (90 mg/kg) e cloridrato de xilazina 1,75% - (10 mg/kg). A lesdo articular foi induzida
por uma Unica injecdo intra-articular de 2mg de monoiodoacetato de sddio (MIA) diluidos em
um volume méaximo de 25uL de solucdo. Para o procedimento o rato foi posicionado com a
perna flexionada na altura do joelho em um angulo de 90°, sendo a solu¢do de MIA injetada

através do ligamento patelar, no espago intra-articular entre a tibia e o fémurs®7°,

Figura 5 - Pungdo intra-articular do joelho através do tenddo patelar.

Fonte: Proprio autor

3.6 Analise comportamental
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3.6.1 Deambulacdo forcada - Teste de Rotarod

Os animais foram colocados no rotarod (modelo IITC Life Science, Califérnia, Estados
Unidos) na velocidade de 16 rpm por um periodo de 300 segundos. A utilizagdo do membro
afetado foi avaliada pela deambulacdo forcada. O uso da pata foi graduado em uma escala
numérica que varia de 5 a 1, em que: 5= uso normal do membro; 4= claudicacdo leve; 3=
claudicagdo grave; 2= intermitente desuso da pata afetada; 1= completo desuso da pata
afetada’.

Figura 6 - Animais em deambulacédo for¢ada no rotarod.

Fonte: Proprio autor

3.6.2 Alodinea Téctil - Teste de VVon Frey

A alodinea tactil foi realizada com um analgesimetro digital (modelo Insight, Sdo Paulo,
Brasil), que consiste em um transdutor de pressédo conectado a um contador digital de forca
expressa em gramas (g). O contato do transdutor de pressdo com a pata dos animais foi realizado
por meio de uma ponteira descartavel de polipropileno com 0,5 mm de didmetro adaptada ao
aparelho™72,

Para adaptacdo ao ambiente, os animais foram colocados em caixas de acrilico medindo
12 x 20 x 17cm, cujo assoalho consiste em uma rede de malha de 5mm?, constituida de arame

ndo maledvel de Imm de espessura, durante 15 minutos antes do experimento. Espelhos foram
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posicionados 25 cm abaixo das caixas de experimentacao para facilitar a visualizacédo da regido
plantar das patas dos animais.

O experimentador aplicou, por entre as malhas da rede, uma pressdo linearmente
crescente no centro da regido plantar de pata do rato até o animal produzir uma resposta
caracterizada como sacudida (“flinch”) da pata estimulada. Os estimulos foram repetidos por
até seis vezes, nas patas ipsilateral e contralateral, até o animal apresentar trés medidas similares
de resposta “flinch” apds a retirada da pata’>’2. O limiar nociceptivo de retirada da pata (LNRP)
foi definido como o percentual de forca para provocar uma suspensdo ativa na pata ipsilateral
afetada e foi determinado da seguinte maneira:

LNRPA

LNRP (%) = X100
LNRPA + LNRPC

Onde:
LNRP € o limiar nociceptivo de retirada da pata;
LNRPA é limiar nociceptivo de retirada da pata afetada;

LNRPC limiar nociceptivo de retirada da pata contralateral.

Figura 7 — Animais no aparelho Von Frey, demonstrando a estimulagdo do membro pélvico entre as malhas da
rede. (A e B).

Fonte: Proprio autor

3.6.3 Incapacidade funcional - Teste de Weight Bearing
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Os animais séo colocados em uma camara de vidro angulada e posicionados, de modo
que cada pata traseira repousasse sobre plataformas diferentes. O peso exercido sobre cada pata
traseira (mensurado em gramas) foi avaliado em um periodo de cinco segundos. A aferi¢éo final
da distribuicdo do peso foi dada por uma média de trés aferi¢ces. As alteracfes na distribuicédo

do peso nas patas traseiras foram calculadas da seguinte maneira:

o PPA
Distribuicdo do peso (%) = X100
PPA + PPC

Onde:
PPA ¢ o peso da pata afetada;

PPC o peso da pata contralateral.

Figura 8 - Animais no aparelho Weight Bearing, demonstrando a distribui¢do do peso em plataformas (A e B).

Fonte: Proprio autor

3.6.4 Mouse Grimace Scale (MGS)

A MGS tem se constituido um novo método para avaliar a dor espontanea em animais
no laboratorio através das mudancgas nas expressdes faciais’>’*"™>767".78 Esse método foi
baseado em um sistema de codificacio de faces humanas’ para a quantificagdo de dor n&o

verbal em adultos’® e neonatos®.
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Por exibirem expressoes faciais similares aos estados emocionais em seres humanos, a
MGS tem sido utilizada em animais’. E considerada uma escala confiavel, precisa e sensivel
em trés espécies: humanos, ratos e camundongos’®, avaliando a dor esponténea’.

Para discriminar a sensacdo subjetiva de dor facial, se adotou os seguintes critérios de
avaliagdo™: dor ausente & igual a “0”; dor moderada ¢ igual a “1” e dor intensa ¢ igual a “2”
através da identificagdo das mudancas dos olhos, mudangas na protuberancia do
nariz/bochecha, mudancas nas orelhas e mudancas nos bigodes. O escore geral de dor facial foi
dado pela soma da média dos escores dos dois avaliadores como descrito abaixo:

1. Mudanca dos olhos: Os ratos com dor exibem um estreitamento da area orbital, uma

palpebra firmemente fechada ou um aperto nos olhos. Como orientacdo, qualquer

fechamento que reduza o tamanho do olho em mais da metade deve ser codificado como

“2”, pela metade como “1” e olhos abertos “0”. Fotografias de ratos dormindo nao

devem ser tomadas e/ou codificadas (Figura 9).

Figura 9 - Avaliacdo subjetiva das mudancas dos olhos pela MGS em ratos.
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Fonte: Préprio autor

2.

3. Mudancas na protuberancia do nariz/bochecha: Os ratos com dor exibem uma falta

de protuberancia no topo do nariz (isto ¢, um achatamento do nariz). Na condi¢ao “sem
dor”, uma protuberadncia clara est4 presente na ponte do nariz. As bochechas também
sdo arredondadas e levemente estufadas. Quando existe dor, a ponta do nariz se achata
e se alonga, fazendo com que as bochechas do bigode achatem (Figura 10).

Figura 10 - Avaliacdo subjetiva das mudancas da protuberéncia do nariz pela MSG em ratos.
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Fonte: Préprio autor



30

4. Mudancas nas orelhas: As orelhas dos ratos com dor tendem a dobrar, enrolar para
dentro e sdo inclinadas para a frente. Em estados de dor acentuados, as orelhas séo
inclinadas para fora e sdo mantidas perto de 45 ° tanto do eixo perpendicular quanto do
nariz. Como resultado, 0 espaco entre as orelhas pode parecer mais amplo em relagéo a
linha de base (figura 11).

Figura 11 - Avaliacéo subjetiva das mudangas nas orelhas pela MGS em ratos.
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Fonte: Proprio autor

5. Mudancas nos bigodes: Os ratos com dor tém bigodes angulados para tras ao longo
da cabeca. Na dor, o bigode é contraido, fazendo com que eles se agrupem e sejam
direcionados para fora do rosto. Isso da a aparéncia dos bigodes como “em pé”.
Conforme os foliculos se tornam tensos, os bigodes ficam mais proximos e sdo menos
distintos (Figura 12).

Figura 12 - Avaliacdo subjetiva das mudancgas nos bigodes pela MGS em ratos.
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Fonte: Proprio autor

Para evitar vieses na pesquisa por falsos positivos nos testes comportamentais, através
do manejo de rotina (limpeza), pesquisa (administracdo de medicamentos), manipulagdo do
animal e condices ambientais (temperatura, ruidos e iluminagio)’’, todos os testes de avaliacéo
da dor nociceptiva e espontanea no estudo foram feitos antes da gavagem nos animais fazendo



31

com que 0 manejo para administrar a medicacdo, o extrato e a solucdo salina ndo intervissem
nas mesmas. Outra precaucdo foi manter uma temperatura e iluminagdo na sala de avaliagdo a
mais proxima possivel do biotério setorial, assim como um ambiente silencioso permanecendo
na sala somente dois avaliadores para os testes comportamentais.

No estudo os ratos foram manipulados pelo dorso, pois 0 método padrdo envolve muitas
vezes sua coleta pela base da sua cauda, o que pode resultar em altos niveis de ansiedade e

estresse nos animais produzindo um aumento de intensidade dor no grupo estudado’®’’,

3.6.5 Avaliacéo radiogréfica

As radiografias do membro inferior dos animais foram obtidas através de aparelho de
raios-X PHILIPS Medical Systems Ltda, unidade seladora Rotax, KVP 125, #Série
PADXJL.10.001. Equipamento de raios-X com protecéo radiolégica de acordo com a NBR IEC
60601-1-3-2001. Modelo KL.90.30/50. Reveladora DIRECT DIGITIZER, Model DRYPRO
SIGMA S/N 002650, P/N 9G9001, REF A4A9. As imagens foram realizadas no D28. No D28
ja haviam sido eutanasiados e apenas o membro foi levado para raio x. Foram posicionados

sobre o chassi a uma distancia de 115cm do foco de acordo com a Figura 13 (A, B, C e D).

Figura 13 - Radiografias em AP mostrando congruéncia

Nota: Radiografias mostrando congruéncia entre os cdndilos femorais tibiais e o espaco intercondilar no
perfil mostrando espaco integro entre a patela e fémur (A, B, C e D). Fonte: Proprio autor

Figura 14 - Radiografias mostrando lesdo unicompartimental somente lateral (A, B, C e D).
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Fonte: Proprio autor.

Figura 15 - Radiografias em AP mostrando distrofia osteopenia, perda 6ssea e incongruéncia.

Nota: Radiografias em AP mostrando distrofia osteopenia, perda 6ssea e incongruéncia entre o tamanho dos
condilos e espaco intercondilar associado a diminuicdo do espaco articular, no perfil visualizamos destrui¢do da
cartilagem articular e perda 6ssea da patela (A, B, C e D). Fonte: Préprio autor.

Figura 16 - Radiografia mostrando destruicdo completa da articulacdo do joelho.

Nota: Radiografia mostrando destruicdo completa da articulacéo do joelho induzido com mia
com calcificacOes e subluxagdo articular (A e B). Fonte: Proprio autor
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3.6.6 Coleta da membrana sinovial e anélise histopatol6gica

Ap0s eutandsia e avaliacdo radiogréafica, os animais foram colocados em decubito
dorsal. Com uma pinga de dente tipo Adssen, levantou-se a pele e o subcutaneo, sendo retirados
em um bloco Unico com uma tesoura, deixando todo o tenddo patelar e a face anterior da
articulacdo expostos. Rebatia-se superiormente o tendao patelar da porcdo inferior na sua
insercdo na tuberosidade anterior da tibia junto com a patela para cima. Com auxilio de um
bisturi 1amina 15, foi feita a artrotomia que permitiu a identificacdo da membrana sinovial e,
em seguida, sua resseccdo em bloco (JFigura 17). Depois de retirada da capsula avaliava-se o

aspecto da lesdo macroscopica ao nivel da cartilagem articular (Figura 18).

Figura 17 - Ressecgdo da membrana sinovial indicado pela seta.

Fonte: Proprio autor

Figura 18 - Comparacdo entre joelhos, grupo controle aspecto normal e com osteoartrite.
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Nota: Comparacéo entre joelhos, grupo controle aspecto normal (A) e com osteoartrite grupo osteoartrite onde
apos resseccgdo da capsula pode-se ver lesdo condral (B) indicada pela seta. Fonte: Préprio autor

As articulagbes do joelho foram extraidas e fixadas em formalina a 10% (v/v) por 24
horas, seguida de desmineralizacdo em solucéo de acido formico 10% em pH 4,5, sob vacuo
moderado por 10 dias. Em seguida foram lavadas com agua corrente, desidratadas em solucgdes
crescentes de &lcool, diafanizagdo em xilol e incluidos em blocos de parafina.

Os compartimentos foram separados longitudinalmente, e encaminhados para
preparacdo histologica onde foram corados por hematoxilina e eosina (HE). Por fim os cortes
foram colocados em moldes retangulares, formando blocos que foram seccionados em
microtomo na espessura de 4 um. Como controle histologico da cartilagem sera realizada
também a coloracdo por Azul de Toluidina, que cora especificamente os proteoglicanos da
matriz organica da cartilagem, empregando-se interpretacdo subjetiva de varios parametros
como o exsudato inflamatorio, comprometimento do exsudato inflamatério (perivascular,
intersticial e epitélio sinovial), depdsitos fibrindides e necrose, escolhidos com base em achados
de autores que empregaram modelos experimentais de osteoartrite em ratos wistars:,

Foi utilizada o Score da Osteoarthritis Research Society International (OARSI). O
sistema de avaliacdo histopatologica OARSI para a cartilagem com OA € baseado nas
caracteristicas histologicas de progressdo da OA. O score OARSI é um método semi-
quantitativo de avaliacdo do grau e extensao das lesdes osteoartriticas. O grau € definido como
a profundidade de progressao da OA dentro da cartilagem, sendo um indice da gravidade ou da
progressao bioldgica do processo osteoartritico. O grau é avaliado observando-se o presente
grau mais avangado no interior da cartilagem, independente de sua extenséo horizontal. A
gravidade da OA é dividida em seis graus. Com a cartilagem normal o grau é zero. Grau 1-4
envolve alteracdes apenas na cartilagem articular. Ja os graus 5 e 6 envolvem o 0sso subcondral

também?®2.
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Figura 19 - Fotomicrografia da membrana sinovial do joelho de ratos wistar GC28 e GOA28 com processo
inflamatério.

Nota: Fotomicrografia da membrana sinovial do joelho de ratos wistar GC28 tecido normal (A) e GOA28 com
processo inflamatério (B) coloragdo hematoxilina-eosina indicado pela seta. Fonte: Proprio autor

3.6.7 Avaliacdes de citocinas

O ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi utilizado para quantificar citocinas (IFN-y, IL-6 e
IL-10) em amostras de soro sanguineo coletadas dos ratos no momento da eutanasia, seguindo
as instrucdes técnicas dos Kits e equipamentos de dosagem de citocinas. O kit ELISA usado
neste estudo foi adquirido da R&D Systems® (MN, EUA).

3.6.8 Atividade enzimaética da ciclooxigenase 1 (COX 1) e ciclooxigenase 2 (COX 2)

O ensaio foi realizado de acordo com as recomendacdes do fabricante (Cox Colorimetric
Inhibitor Screening - Cayman chemical®). A placa de 96 pogos foi inicialmente identificada,
sendo os testes de inibigéo realizados em triplicata, para cada concentracdo testada (2, 10 e 50
ug/mL) do EHPA e para os controles da reacdo: BW — controle sem enzima; A- com enzima
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somente, sem inibidor. Os 3 poc¢os “BW” receberam 160 pL do tampé&o Tris-HCI, 10 pL do
Heme e 10 pL do solvente — etanol 70%, utilizados para diluir as amostras. Os 3 pogos “A”
receberam 150 L do tampéo Tris-HCI, 10 uL do Heme, 10 pL da enzima (COX-1 ou Cox-2)
e 10 pL do solvente — etanol 70%. Os pogos com o cuminaldeido receberam 150 pL do tampéo
Tris-HCI, 10 pL do heme, 10 pL da enzima (COX-1 ou Cox-2) e 10 pL da amostra do
cuminaldeido diluido com solvente — etanol 70%, nas concentragdes 2, 10 e 50 ug/mL. Apoés a
mistura de todos estes reagentes em cada poco, a placa foi agitada cuidadosamente por alguns
segundos, sendo incubada por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 20 pL da solugdo com
substrato colorimétrico, em cada poc¢o da placa e apos isso, foram adicionados 20 pL do &cido
araquidonico, substrato da reacdo enzimatica, catalisada pela COX. A placa foi novamente
agitada, e incubada por 2 minutos a 25°C e foi lida em leitor Elisa (EPOCH) e entdo sendo lida
a 590 nm.

3.7 Estudo in Silico

3.7.1 Predicdo in silico de atividade

A previsdo das atividades biol6gicas e mecanismos de acdo foi realizada usando o

servidor online PASS®,

3.7.2  Estruturas dos compostos

O cuminaldeido (C10H120) e demais farmacos foram estruturalmente esquematizados
em trés dimensdes (3D) com o software GaussView 5.0.8% e tiveram suas propriedades
geométricas e vibracionais calculadas (otimizagdo) no vacuo em nivel método da Teoria do
Funcional da Densidade (TFD) utilizando o funcional hibrido B3LYP combinado com a base
6-31 ++ G (d, p) com o software Gaussian 09%°, para obtencdo das propriedades eletronicas

atdmicas e moleculares que estejam correlacionadas com a possivel atividade bioldgica.

3.7.3 Estruturas dos alvos
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Foram utilizadas as estruturas dos receptores opidides (ROp) do tipo kappa (xOR - id
#6B73), mu (LOR — id #6DDF) e delta (80R — 6PT3) obtidos por técnicas experimentais
(cristalografia de raios-x, microscopia eletrdnica, ressonancia nuclear magnética) disponiveis
no Protein Data Bank (PDB).

3.7.4 Docagem molecular

A docagem foi realizada com o pacote AutoDock Vina®. O modulo AutoDock Tools
1.5.7 foi utilizado para preparar e analisar os calculos computacionais. Apds otimizagéo, as
estruturas dos compostos (cuminaldeido ou farmacos) foram posicionadas na por¢éo central do
respectivo sitio catalitico do OR selecionado (Asp128 para ROp-delta; Asp138 para ROp-kappa
e Aspl47 para ROp-mu).

As cargas Gasteiger e 0s hidrogénios polares, necessarios para os calculos de potencial,
foram adicionados apds a remocéo de moléculas de 4gua, farmacos e/ou artefatos das estruturas
dos alvos®’. As estruturas dos alvos (ROp) foram mantidas rigidas, enquanto os ligantes ndo
tiveram sua mobilidade restringida, permanecendo livres. As conformacdes de melhor energia
de interacdo dos complexos ‘ligante + receptor’ identificados na docagem molecular foram
selecionados com base em energia livre de ligagdo e constantes de inibi¢éo, por inspecdo visual
e andlises de residuos que melhor interagiram com o ligante®:®, Analises moleculares e

representacdes complexas foram obtidas usando o pacote UCSF Chimera %,

3.7.5 Andlise toxicolégica

Antes do inicio do tratamento no DO e no D28 apds tratamento com cuminaldeido foi
coletado amostras de sangue. O sangue coletado foi colocado em tubos de plastico de 4ml da
marca BD com EDTA a vécuo para realizagdo do hemograma completo e tubos Gel a vacuo de
3,5ml com gel separador e ativador de coagulo para dosagens bioguimicas. Submetidos a

centrifugacdo para obtencdo do soro, sendo em seguida separados e acondicionados em fracos
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tipo Eppendorf®. Os pardmetros bioquimicos foram as proteinas plasmaticas totais. No
hemograma completo foram utilizados dados da série leucocitéaria, eritrocitaria e plaquetaria.

3.7.6 Anélise Estatistica

A comparacdo das médias de diferentes grupos experimentais foi realizada pelo teste t
de Student ou anélise de bivariancia (TWO-way ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. Na
avaliacdo de duas fontes de variabilidade, foi utilizado analise de variancia bivariada (TWO-
way — ANOVA). O valor de p<0,05 foi considerado como indicativo de significancia e os dados
obtidos foram analisados através do software Graph Pad Instal® (Graph Pad software 7.0, San
Diego, CA).
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4 RESULTADOS

Vinte e quatro animais foram distribuidos em quatro grupos experimentais, animais
cada: Grupo sham (GCS);animais saudaveis ndo tratados ndo induzidos para OA; grupo salina
(GCN): animais OA tratados por via oral a 1 mL / kg / dia com cloreto de sodio a 0,9% (NaCl);
Grupo cuminaldeido (GC): OA animais tratados por via oral com 5 mg / kg / 72horas de
cuminaldeido; grupo indometacina (GI): OA animais tratados por via oral com 2,5 mg / kg /

72 horas de indometacina relatados nos resultados a seguir.

4.1  Avaliacdo da atividade motora/deambulacéao forcada — Rotarod teste

A avaliacdo da atividade motora/deambulacéo forcada (teste do Rotarod) mostrou uma
reducdo semelhante na pontuacdo de deambulacdo de todos os grupos induzidos com OA no
D3 (Figura 1), demonstrando uma indugdo efetiva. O tratamento com cuminaldeido apresentou
diferenga significativa (p<0,0001) em comparagdo com o tratamento com solucéo salina, con-
forme evidenciado por uma melhora progressiva no parametro da marcha em relacdo ao grupo
controle negativo. A melhora foi estatisticamente igual ao tratamento com indometacina, a par-

tir do sétimo dia ap6s a indugdo da OA durante todo o periodo experimental (Gréfico 1).

Gréfico 1 - Efeitos do cuminaldeido na atividade motora/deambulacéo forcada de ratos com OA induzida, avaliados pelo escore
do teste do Rotarod.
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Nota: Os animais receberam administracdo oral de solucdo salina (CTL-), indometacina (CTL+) e cuminaldeido
(50 mg/kg) do D3 ao D28, e foram avaliados nos dias 7, 14, 21 e 28 ap6s a indugdo da OA. Os dados sdo
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representados como médias * erro padrdo da média (SEM). O grupo SHAM representa animais sem osteoartrite e
sem nenhum tratamento. A analise estatistica foi realizada usando andlise de variancia bidirecional (ANOVA)
seguida do teste de Tukey. Diferencas significativas foram indicadas por *** para p < 0,001 e **** para p <
0,0001. (D =dia).

4.2  Avaliacdo da alodinea tactil - Von Frey

A inducdo de OA reduziu o limiar nociceptivo da retirada da pata em todos os grupos
de forma semelhante. A partir do D14 com o tratamento com cuminaldeido 5mg/kg/72h, foi
possivel observar uma tendéncia no aumento do limiar nociceptivo e diminui¢do da alodinea
tactil no grupo tratado com cuminaldeido. Este aumento nos dias D7 e D28 mostrou-se
estatiscamente significante quando comparado ao grupo Controle (-) (p<0,05). O tratamento
com cuminaldeido também mostrou-se estatisticamente igual ao tratamento com indometacina
(Grafico 2).

Gréfico 2 - Efeito cuminaldeido sobre alodinea tactil em ratos com osteoartrite induzida (OA), mensurada por
avaliacdo indireta com o teste de Von Frey.
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Nota: Os resultados foram expressos como média + erro médio padrdo. Os simbolos * representam diferencgas
significativas dos grupos tratados com cuminaldeido (1) indometacina (/) e grupo SHAM (1) comparado ao

grupo controle negativo, com p <0,05 e ***; para p <0,0001 comparando o grupo tratrado com cuminaldeido
VS 0 grupo controle negativo.

4.3 Teste de incapacitacao/distribuicdo de peso nas patas traseiras (teste de apoio de
peso)

O grupo SHAM, que nédo recebeu nenhum tratamento, demonstrou suporte simétrico em
ambas as patas traseiras no inicio e no final do experimento, com uma pontuacao de aproxima-

damente 50%, indicando a auséncia de dor nas articulagdes. Por outro lado, nos dias 7, 14 e 28,
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0s animais tratados com cuminaldeido mostraram melhorias significativas (p < 0,05) na distri-
buicdo de peso nas duas patas em comparagdo com os grupos de solucdo salina e indometacina.
No dia 28, a distribuicdo de peso nas patas dos animais tratados com cuminaldeido foi norma-
lizada (Gréfico 3).

Gréfico 3 - Efeitos do cuminaldeido na extensdo da incapacidade em ratos com osteoartrite induzida (OA), avali-
ados pelo teste de distribuicédo de peso.
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Nota: Os resultados sdo expressos como médias + erro padrao da média (SEM). O grupo saudavel (SHAM) repre-
senta animais sem osteoartrite ou qualquer tratamento. A analise estatistica, realizada por meio de ANOVA de
duas vias seguida do teste de Tukey, revelou diferencas significativas (p < 0,05) entre os animais tratados com
cuminaldeido e o grupo controle com solugao salina (CTRL -) e o grupo tratado com indometacina (controle posi-
tivo) nos dias 7, 14 e 28. O simbolo * indica diferengas significativas em compara¢dao com o grupo com solugao
salina, e o simbolo # indica diferencas significativas em comparagao com o grupo tratado com indometacina. Além
disso, o simbolo **** representa p <0,0001, ## representa p < 0,01 e ### representa p <0,001. (D = dia).

Apds a inducdo da OA, todos os grupos demonstraram aumento semelhante na dor es-
pontanea, conforme evidenciado pela Escala de Grimace em ratos (MGS). No entanto, a partir
do dia 14, os animais tratados com cuminaldeido apresentaram uma melhora significativa (p <
0,05) nos escores de dor em comparacao ao grupo CTRL (-). Além disso, o cuminaldeido de-
monstrou atividade analgésica comparavel a indometacina durante todo o periodo experimental
(Grafico 4).

Gréfico 4 - Efeito do cuminaldeido na avaliacdo da dor espontanea pelo escore da Escala de Grimace em ratos.



42

2.5
-~ SHAM

2.0 = CTRL (-)
2 . ~+ INDOMETACIN
B -+ CUMINALDEHYDE
3 1.04
b=

0.5

0.0 \ ¢ \ ¢ A § ) ¢

DO D3 D7 D14 D21 D28
Days after induction

Nota: Os resultados sdo expressos como média + erro padrdo da média (SEM). *Diferencas significativas, em p <
0,05; ** em p < 0,01. *em comparacdo com o grupo com solucdo salina (CTRL -). (ANOVA de duas vias; Tukey).
(D =dia).

4.4 Andlises radiograficas

Exames radiogréficos dos joelhos dos ratos mostraram diferencas no Escore de Ahlback,
indicando o grau de danos nas articulagfes. Os ratos induzidos com OA apresentaram perda
significativa do espaco articular. Em comparacao ao grupo de controle negativo, tanto os grupos
de tratamento com indometacina quanto com cuminaldeido mostraram uma diferenca estatisti-
camente significativa, com uma pontuagao mais baixa indicando menor perda éssea, a 7 mm ao
longo das margens articulares externa ou interna a partir de uma linha desenhada perpendicu-
larmente ao eixo tibial e tangente a superficie articular ndo afetada. No entanto, o teste estatis-

tico de Sidak foi utilizado para confirmar a significancia da diferenga (Grafico 5).

Gréfico 5 - Grau de envolvimento articular em ratos tratados com cuminaldeido, seguindo a Escala de Alhback.
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Nota: Os dados sdo representados como média * erro padrido da média (SEM). Essa anélise foi realizada nos
joelhos coletados no dia 29 ap6s a inducdo da OA. *Diferencas significativas em p < 0,05 em comparagao ao grupo
CTRL (-) (salina). (ANOVA de uma via; Dunnett).

4.5 Andlise histopatologica

A gravidade ou progressdo bioldgica do processo osteoartritico foi classificada de
acordo com a pontuacao da Osteoarthritis Research Society International (OARSI). Animais
tratados com cuminaldeido mostraram significancia estatistica na progressdo da OA, com uma
pontuacdo média de 3,3 (+ 0,6), que foi significativamente menor do que o grupo controle de
salina (CTL-) com uma pontuacdo média de 5,2 (x 0,2). O grupo indometacina apresentou uma
pontuacdo média de 4,3 (x 0,2) (Grafico 6 e Figura 21). Assim, 0s animais tratados com cumi-
naldeido exibiram um perfil histolégico melhor da cartilagem do joelho, com uma classificacdo

de pontuagdo OARSI mais baixa em comparagdo ao grupo de salina.

Gréfico 6 - Resultados das avaliagdes histopatolégicas da cartilagem, classificadas pelo sistema de pontuacdo da
Osteoarthritis Research Society International (OARSI).
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Cartilage histopathology
assessment (OARSI grades)

Nota: A anélise foi realizada nos joelhos coletados no 29° dia ap6s a indugéo da OA. Os grupos incluiram o grupo
ndo tratado e ndo induzido de OA (SHAM), o grupo induzido de OA e ndo tratado (CTL-), o grupo induzido de
OA e tratado com indometacina, e o grupo induzido de OA e tratado com cuminaldeido. O eixo Y representa a
avaliacdo histopatolégica da cartilagem de acordo com o sistema de classificagdo histologica OARSI: Grau 0 -
superficie intacta e cartilagem intacta; Grau 1 - superficie intacta; Grau 2 - descontinuidade da superficie; Grau 3
- fissuras verticais; Grau 4 - erosdo; Grau 5 - desnudamento; e Grau 6 - deformacgéo). **Diferencas significativas
em p < 0,005 em comparacao ao grupo de salina (CTL-) (ANOVA de uma via; Tukey).

Figura 20 - Resumo dos sistemas de avaliacdo histopatoldgica da cartilagem de acordo com a Osteoarthritis Rese-
arch Society International (OARSI) em diferentes grupos de animais.
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Nota: O painel A retrata o grupo sham com largura normal da cartilagem, classificado como grau 0. O painel B
mostra um animal do grupo cuminaldeido com degeneragdo moderada, classificado como grau 3. O painel C mos-
tra um animal do grupo indometacina com eroséao da cartilagem calcificada que se estende por aproximadamente
75% da superficie articular, classificado como grau 4/5. O painel D mostra um animal do grupo salina com pro-
cessos de microfratura, reparacdo e remodelacdo Gssea, classificado como grau 5/6. A matriz da cartilagem foi
corada com Safranina-O, e a ampliacdo original foi de 50x. A barra representa 200 um. A seta indica a face super-
ficial da cartilagem articular.

4.6 Analise de citocina

A concentragéo de IL-6 e INF-y em animais tratados com cuminaldeido foi significati-
vamente menor do que nos animais do grupo de salina (p < 0,0001 e p < 0,001, respectiva-
mente). N&o foram observadas diferencas significativas nessas citocinas entre os grupos de cu-
minaldeido e indometacina. A concentracdo de IL-10 foi significativamente maior nos animais

tratados com cuminaldeido em comparacéo ao grupo de salina (p < 0,001) (Grafico 7).

Gréfico 7 - Concentragdo das citocinas IL-6 (A), INF-y (B) e IL-10 (C) avaliadas por ELISA no soro dos animais
utilizados nos experimentos.
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Nota: **, **** Diferencas significativas em p < 0,005 e 0,0001, respectivamente, em comparac¢ao ao grupo de
salina (CTL-); #p < 0,05 em comparagdo com a indometacina (ANOVA de uma via; Tukey).

4.7 Inibicéo da ciclo-oxigenase 1 e 2
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Os resultados dos testes de inibicdo da ciclo-oxigenase 1 e 2 mostraram que o cuminal-
deido apresentou baixa inibicdo para COX-1 em todas as trés concentracdes testadas, com a
maior inibicdo observada na concentracdo mais alta (50 pg/mL). Por outro lado, o cuminaldeido
mostrou inibi¢do mais pronunciada para COX-2, inibindo 60,9% da atividade dessa isoforma
na concentragdo de 50 pug/mL. Esses resultados sugerem que o cuminaldeido apresenta maior
seletividade para COX-2 em relacdo a COX-1, com diferencas estatisticamente significativas

na inibicdo observada entre as duas isoformas (p < 0,0001) (Grafico 8).

Gréfico 8 - Inibicdo percentual in vitro das cicloxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2).
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Nota: - A inibigdo percentual in vitro das cicloxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2) produzida pelo cuminaldeido
em trés concentragdes testadas: 2 pg/mL, 10 pg/mL e 50 pg/mL. Os asteriscos indicam diferencas significativas,
com * representando p<0,005 e **** representando p<0,0001 ao comparar a inibi¢cdo da COX-2 com a COX-1. A
analise estatistica foi realizada usando o teste de ANOVA de duas vias com compara¢do maltipla de Sidak.

4.8 Acoplamento molecular

O cuminaldeido mostrou parametros de afinidade eletrdnica significativos com a COX-
2 (-7,2 kcal/mol) e todos os tipos de receptores opioides (OR) avaliados, com destaque para 0s
tipos kappa (-6,80 kcal/mol), delta (-6,70 kcal/mol) e mu (-6,00 kcal/mol). Para validar o pro-
tocolo utilizado, foi realizada a redocking de CVV, Morfina e Naltrindole nos ORs kappa, mu
e delta, respectivamente. O desvio médio quadratico (RMSD) entre as conformacGes de re-

docking previstas e a estrutura cristalografica observada por raios-X foi sempre inferior a 1,54
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A para todas as drogas, indicando que o protocolo de docking é valido pois previu com sucesso
a conformacdo espacial do ligante no sitio ativo do alvo. Durante o redocking, constatou-se que
todas as drogas apresentaram parametros de afinidade energética mais altos do que o cuminal-
deido, como mostrado na Tabela 1.

Tabela 1 - Energias de ligacdo livre obtidas por docking molecular do cuminaldeido e/ou drogas nos ORs de tipo
kappa, mu e delta.

Alvo / AGbind (kcal/mol)

Ligante kappa (kOR) mu (LOR) delta (DOR) COX-2
(#6B73) (#6DDF) (#6PT3) (#1DDX)

Cuminaldeido -6.80 -5.60 -6.71 -7.2
Morfina - -8.0 - -
JDTic -10.70 - - -
CVV -11.80 - - -
Naltrindole - - -12.00 -

Indometacina - - - -8.1

Além disso, os resultados do docking molecular indicaram que o cuminaldeido
apresentava parametros favoraveis de energia de ligacdo livre e previa-se que se ligasse a
mesma regido que as drogas opioides tradicionais, como mostrado na Figura 22. 1sso sugere
que o cuminaldeido pode ter potencial como um agonista do receptor opioide e inibidor da
COX-2.

Figura 21 - Conformacéo espacial dos ORs kappa, mu e delta (IDs PDB 6B73, 6DDF e 6PT3, respectivamente)
interagindo com o cuminaldeido.
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Nota: Os painéis B, D, F e H mostram o diagrama bidimensional dos contatos feitos pelo cuminaldeido com os
residuos de aminoécidos do sitio ativo dos ORs kappa, mu, delta e COX-2, respectivamente, obtidos por docking
molecular. Drogas opioides tradicionais, como CVV (mostrado em amarelo na Figura 1A), morfina (em vermelho
na Figura 1C) e naltrindole (em azul na Figura 1E), assim como indometacina (em magenta na Figura 1G), também
estdo representadas. As ligacdes de hidrogénio sdo representadas por linhas pretas tracejadas, interagdes de van
der Waals por linhas verdes continuas e intera¢des n-n por linhas verdes tracejadas.
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Os dados de predicao de atividade pelo PASS sendo Pa rates (probability “to be active”)
and Pi (probability “to be inactive”) reportam em primeiro lugar como atividade provavel (Pa
> Pi) o potencial uso do cuminaldeido como anestésico de uso geral. Destaca-se também o
potencial desta molécula de atuar como substratos de citocromo P450 das familias 2B6, 2A6,
2E1 e 2C9 (Tabela 2).

Tabela 2 — PASS

Pa Pi
0.906 0.003 Anestesicos em geral
0.894 0.006 Inibidor de ubiquinol-cytochrome-c redutase
0.844 0.015 Inibidor da testosterona 17beta-de-hidrogenase (NADP+)
0.825 0.006 Substrato CYP2B6
0.821 0.011 Inibidor da cinase do receptor beta-adrenérgico
0.821 0.011 Inibidor de quinase do receptor acoplado a proteina G
0.818 0.004 Inibidor de transaminase aspartato-fenilpiruvado
0.803 0.032 Tratamento de disturbios fobicos
0.802 0.007 5-O-(4-coumaroyl)-D-o_|uinato 3'- inibidor da mono
oxigenase
0.792 0.011 Inibidor de glutamil endopeptidase I1
0.791 0.023 Substrato CYP2J
0.790 0.010 Inibidor de aldeido oxidase
0.789 0.006 Substrato CYP2A
0.788 0.018 Inibidor de fosfatase de agucar
0.786 0.004 Inibidor de fosfatase
0.785 0.023 Protetor Mucomembranoso
0.784 0.006 Substrato CYP2A6
0.783 0.011 Inibidor de alquilacetilglicerofosfatase
0.777 0.014 Inibidor de esterase de feruloyl
0.766 0.005 Substrato CYP2E1
0.766 0.011 Inibidor de 3-epimerase de fosfato de ribulose-fosfato
0.764 0.004 Carminativo
0.762 0.018 Inibidor de acilcarnitina hidrolase
0.760 0.005 Substrato CYP2E
0.760 0.018 Inibidor de permeabilidade da membrana
0.759 0.008 Inibidor de Monodehydroascorbate reductase (NADH)
0.758 0.003 Inibidor do uroporfirinogénio-I1I sintetase
0.755 0.013 Substrato CYP2C
0.753 0.007 Inibidor do fator de coagulacdo B do limitulus
0.751 0.002 Substrato de alcool desidrogenase
0.751 0.030 Antieczematic
0.750 0.003 Inibidor de nitrilase
0.749 0.016 Inibidor de descarboxilase do Dehidro-L-gulonato-L

0.748 0.009 Substrato CYP2C9
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4.9 Anédlise Bioquimica

Os parametros hematoldgicos da série vermelha obtidos encontram-se na Tabela 3.
Observou-se diferenga significativa na hemoglobina do grupo tratado com indometacina
quando comparada a todos os demais grupos. A avaliagdo da série branca mostra que nao
ocorreu diferencas significativas quando comparadas entre os grupos da Tabela 3. Os resultados
apresentados caracterizam as condic¢es fisioldgicas dos ratos Wistar utilizados na pesquisa e
sendo submetido aos tratamentos estabelecidos pelo protocolo proposto, mantidos no biotério

setorial do PP Graduagéo.

Tabela 3 - Resultado dos parametros hematologicos, série eritrocitaria e leucocitaria por grupos.

Série Eritrocitaria

ERITROGRAMA SHAM CUMINALDEIDO INDOMETACINA CONTROLE

ERITROCITOS 6515000 + 176776,69 6520000 + 452548,33 5520000 * 1301076,47 6390000 *

(/mm3)

i"EE/Z/:;DGLOBlN 1325+2,12 132,5+ 3,53 106,5 + 27,57 129 +

g

E/E)MATOCRWO 410 £ 14,14 405 £7,07 345+ 77,78 390 +
0

V.G.M. (fl) 629,5 + 38,89 622 + 32,52 625,5 + 6,36 610

+
CH.G.M. (%) 323 £5,65 327+ 2,82 307,5+ 10,60 330 +
PROTEINAS 65+ 4,24 64 +5,65 71+12,72 60 +

PLASMATICAS
TOTAIS (g/dl):
PLAQUETAS 393100 +25597,26 307500 + 121,32 333500 + 30405,59 204000 +

Série Leucocitaria

SHAM CUMINALDEIDO INDOMETACINA CONTROLE
MIELOCITOS 0 0 0 0
METAMIELOCITOS 0 0 0 0
BASTOES 0 0 0 0
SEGMENTADOS % 55,5 + 19,09 56,5 + 13,43 62,5+ 7,77 70
/mm3
LINFOCITOS 41 +16,97 42 +12,72 32+4.24 30
% /mmg. 41 +16,97 42 +12,72 32 +4,24 30
EOSINOFILOS 35+2,12 1,5 +0,70 4 45,65 0
BASOFILOS 0 0 0 0
MONOCITOS 0 0 0 0

Cabe ressaltar, que os valores obtidos ndo devem ser extrapolados para outros biotérios,
pois 0s parametros variam consideravelmente conforme a metodologia empregada na analise

hematoldgica.
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5 DISCUSSAO

No campo experimental do estudo da dor na osteoartrite, usando animais como modelo,
tem gerado grandes frustragdes, pois enormes ganhos de conhecimentos da ciéncia obtidos com
experimentos em animais ndo tém levado ao desenvolvimento de novos compostos clinicos
eficazes, embora hoje os pesquisadores tenham uma ampla gama de animais mutantes para
estudar a dor em ensaios que se assemelham a dor clinica. A complexidade do fenémeno da dor
ainda é dificil de avaliar, pois varios moduladores como sexo, gen6tipo e comunicacao social
devem ser levados em conta. Por isto novos modelos de dor devem ser revistos e aprimorados
bem como o desenvolvimento de novos medicamentos analgésicos®.

Portanto, mensurar a dor do ponto de vista sensorial e perceptivo em conjunto em
experimentos com animais é extremamente importante, pois o estimulo doloroso néo pode ser
considerando somente em sua magnitude como uma simples dimenséo univariavel e unitaria
variando em qualidade e intensidade sensoriais e também ndo pode ser considerada somente do
ponto de vista da percepcdo como uma experiéncia multidimensional®t, logo, a melhor
compreensdo dos mecanismos envolvidos na geragdo, modulacéo, amplificacdo e perpetuacao
da dor, assim como sua inibicdo, desempenham um papel importante na determinacdo do
melhor esquema terapéutico para osteoartrite, ndo s6 do ponto de vista de seu controle
sintomatico, mas dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos melhorando a dor, a funcédo e
qualidade de vida.

A injecdo intra-articular do MIA, como avaliado em outros estudos, provoca a
degeneracdo dos condrdcitos através da inibicdo do 3-fosfato-gliceraldeido, resultando em OA.
Neste estudo, esse efeito levou a uma reducéo do escore de marcha dos animais induzidos, em
que a utilizacdo do cuminaldeido melhorou a deambulagéo forgada a partir do sétimo dia apos
a inducéo. Com a progresséo da OA, a dor torna-se continua, difusa e basicamente mecanica,
isto é, protocinética®.

O modelo OA em joelho de rato induzido pelo monoiodoacetato de sédio é uma
ferramenta valiosa para pesquisas relacionadas & osteoartrite, pois produz mudangas
significativas nos movimentos articulares, alodinea tatil, degeneracéo radiologica progressiva
e inflamagdo microscopica da membrana sinovial. Esse modelo causa degeneragdo de
condrdcitos ao inibir o 3-fosfato-gliceraldeido, que serve como um marcador para avaliar a

osteoartrite®2,
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Na osteoartrite (OA), a patogénese envolve a acdo de neuromoduladores inflamatorios
nos terminais nociceptivos, levando a sensibilizacdo periférica. Isso resulta em alodinea e hipe-
ralgesia, que sdo caracterizadas por um limiar de dor diminuido, inducéo de descargas ectdpicas
e aumento dos canais de sodio®%,

O cuminaldeido é um composto natural presente em varias plantas, incluindo o comi-
nho, uma especiaria comumente utilizada. Varios estudos sugerem que o cuminaldeido pode
possuir propriedades analgésicas ao inibir a atividade de um tipo especifico de receptor de dor,
conhecido como TRPAL, que desempenha um papel critico na transmissao da dor®®. No entanto,
ha evidéncias limitadas para apoiar os efeitos analgésicos do cuminaldeido, e sdo necessarias
investigacOes adicionais para compreender completamente seu potencial terapéutico como
agente de controle da dor.

Estudos em animais mostraram que o cuminaldeido pode reduzir a sensibilidade a dor
em modelos de dor neuropética. O composto foi testado em testes de placa quente, formalina e
contorgdes induzidas por &cido acético, todos os quais mostraram atividade analgésica, indi-
cando efeitos tanto centrais quanto periféricos. As propriedades antinociceptivas do cuminal-
deido foram demonstradas nesses modelos animais, sugerindo que ele pode ter potencial como
tratamento para a dor em humanos®.

O teste do rota-rod foi usado para avaliar a atividade motora e forneceu evidéncias de
que a inducdo da OA foi eficaz. A primeira avaliagdo apds a inducdo revelou uma diferenca
significativa entre os grupos induzidos, evidenciada pela diminuicdo da atividade motora dos
animais e pelos escores de marcha prejudicados®. Devido & dor, os animais afetados pela OA
apresentam mobilidade articular significativamente reduzida®’. O tratamento com cuminalde-
ido mostrou uma melhora significativa na atividade motora em comparagéo com o grupo salina,
sugerindo que o cuminaldeido, na concentracao testada, melhorou a mobilidade dos animais. O
teste de mobilidade demonstrou que os animais tratados com cuminaldeido apresentaram uma
melhora notavel na atividade motora a partir do sétimo dia de avaliacdo, 0 que persistiu até o
periodo de avaliacdo final (D28). Esses achados sugerem que o cuminaldeido possui atividade
analgeésica potencial, resultando em uma melhora na mobilidade dos animais com OA.

A avaliacdo da dor alodinea tatil pelo teste de Von Frey, demostrou uma resposta bifa-
sica mostrando que o cuminaldeido apresenta um efeito melhor na fase crénica da doenca, cor-
roborando outros estudos®.

Diferencas na distribui¢do de peso entre as patas traseiras sdo consideradas indicadores
importantes de desconforto articular, inflamagao e dor resultantes da inducio de osteoartrite®®.

A distribuicdo de peso entre as patas € usada como indicador de atividade antinociceptiva, pois
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diferencas na distribuicdo de peso podem indicar a presenca de desconforto articular e inflama-
cao causados pela osteoartrite induzida. Os animais tratados com cuminaldeido apresentaram
melhora significativa na distribuicéo de peso na pata afetada em comparagdo com o grupo salina
e 0 grupo indometacina nos dias 7, 14 e 28 do experimento, com mais de 40% de distribuicao
de peso na pata afetada. No dia 28, os animais tratados com cuminaldeido exibiram distribuicdo
de peso igual aos animais saudaveis, enquanto os grupos de salina e indometacina ainda apre-
sentavam diferencas significativas na distribuicdo de peso entre as patas.

A Escala de Expressdo Facial em Ratos (Mouse Grimace Scale - MGS) é um método
padronizado para quantificar a dor em camundongos com base na observacgao das expressoes
faciais. A escala consiste em mudancas especificas nas caracteristicas faciais, como posicao das
orelhas e dos olhos, movimento dos bigodes e forma geral do rosto, que se acredita refletirem
mudancas no estado subjacente de dor ou desconforto do camundongo. A MGS é usada como
uma ferramenta para avaliar a dor associada a osteoartrite em camundongos, bem como para
avaliar a eficacia de intervencdes para alivio da dor. Essa ferramenta é particularmente Util em
pesquisas pré-clinicas, onde é importante avaliar a eficacia de novos tratamentos para alivio da
dor antes gque sejam testados em humanaos.

A MGS ¢ uma ferramenta usada para avaliar a dor em camundongos com osteoartrite e
permite quantificar a dor em camundongos com osteoartrite observando mudancas especificas
em suas expressdes faciais®®. Essas mudancas refletem alteracdes subjacentes no estado de dor
ou desconforto do camundongo e sdo pontuadas em uma escala padronizada’. A MGS é espe-
cialmente atil em pesquisas pré-clinicas para avaliar a eficacia de tratamentos para alivio da dor
na osteoartrite em camundongos. Ela avalia objetivamente a dor em camundongos e determina
a eficacia de novos tratamentos antes que sejam testados em humanos. O uso da MGS ajuda a
melhorar a preciséo e confiabilidade da avaliagcdo da dor em camundongos com osteoartrite e
garante que esses animais sejam protegidos de sofrimento desnecessario em pesquisas®. A
MGS demonstra que o cuminaldeido reduziu eficientemente a dor nos animais, pois sua reacéo
foi estatisticamente equivalente a dos animais tratados com indometacina e consideravelmente
melhor do que a dos animais tratados com salina apés 14 dias de terapia.

O sistema de pontuacdo de Ahlback é um método utilizado para avaliar a gravidade da
osteoartrite (OA) na articulacéo do quadril. Esse sistema de pontuacéo é baseado em mudancas
radiogréaficas observadas na articulagdo do quadril, sendo que pontuacdes mais altas indicam
OA mais grave. Na pesquisa sobre osteoartrite em ratos, o sistema de pontuacéo de Ahlback é
usado para acompanhar a progresséo da doenca ao longo do tempo. Ao comparar as pontuacoes

antes e apos a inducgéo da osteoartrite, 0s pesquisadores podem avaliar a eficacia de diferentes
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tratamentos em retardar ou reverter a progressdo da doenca®®. A validacdo do método pode
depender da presenca de sinais radioldgicos de osteoartrite. Neste estudo subcrdnico, todos 0s
grupos de animais apresentaram degeneracdo articular, estreitamento do espaco articular, es-
clerose Gssea e ostedfitos. Analises estatisticas do sistema de pontuacdo de Ahlback usado para
avaliar imagens de raio-X mostraram uma diferenca estatisticamente significativa, indicando
que a dose de cuminaldeido utilizada altera a remodelacdo 6ssea em comparagao com o controle
negativo. Além disso, dados radiograficos de patas afetadas por osteoartrite demonstraram que
a indometacina e o cuminaldeido produziram melhorias significativas no grau de envolvimento
articular.

A cartilagem hialina é um tecido articular critico no desenvolvimento da osteoartrite. A
doenca é caracterizada por esclerose do 0sso subcondral, que se refere ao espessamento e au-
mento da densidade da camada 6ssea localizada abaixo da cartilagem em uma articulacdo. Na
osteoartrite, 0 0sso subcondral torna-se mais espesso e denso devido ao aumento da formacéo
0ssea, resultando em menor flexibilidade e maior rigidez da articulagdo. Essas mudancas podem
causar dor e limitar o movimento. Além disso, o espessamento do 0sso subcondral pode levar
a formacéo de espordes 6sseos ou osteofitos, que podem agravar ainda mais os sintomas'®. A
avaliacdo histopatoldgica mostrou que o cuminaldeido resultou em uma melhora significativa
na gravidade ou progressao bioldgica do processo osteoartritico em comparacdo com a salina,
indicando a eficécia potencial do cuminaldeido no tratamento da osteoartrite.

Além disso, a diminuig&o dos niveis das citocinas IFN-y e IL-6 observada em animais
tratados com cuminaldeido sugere uma reducédo na neuroinflamacdo da medula espinhal, o que
pode levar a uma diminuicéo dos sinais de dor e uma melhora na hipersensibilidade e hiperal-
gia
outro lado, a IL-6 é uma citocina que promove a maturacao e ativacao de neutréfilos e macro-

101 O IFN-y est4 associado a ativacdo de células microgliais e sensibilizagdo de nervos. Por

fagos, bem como a diferenciacdo e manutencdo de linfécitos T citotoxicos e células natural
killer'®, Além disso, a IL-6 também ativa astrcitos e microglia na regido dorsal da medula
espinhal®®,

Aumento dos niveis de IL-10 no fluido sinovial pode estar associado a niveis mais bai-
xo0s de IL-6 e IFN-y no estudo e pode estar relacionado a melhores indicadores clinicos, inclu-
indo uma possivel reducéo na inflamacéo e aumento na circulacéo periférica e limiar nocicep-
tivo devido ao tratamento com cuminaldeido. A 1L-10 é uma citocina anti-inflamatoria que
suprime citocinas pro-inflamatérias como TNF-a, IL-1 e IL-6. Ela também promove a prolife-
racdo de mastdcitos e inibe a producéo de IFN-y por células natural killer!*,
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Os resultados de PCR em tempo real do 6leo essencial de Cuminum cyminum L. (Apia-
ceae) rico em cuminaldeido (48%) mostraram que o 6leo essencial inibiu significativamente a
expressao de mMRNA do éxido nitrico sintase induzivel (iNOS), ciclo-oxigenase (COX-2), in-
terleucina-1 (IL-1) e IL-6 em células RAW 264.7 estimuladas com lipopolissacarideo (LPS).
Os resultados de Western blotting também demonstraram que o 6leo essencial bloqueou a ati-
vacdo transcricional induzida pelo LPS do fator nuclear kappa B (NF-kB) ¢ inibiu a fosforilagao
da quinase regulada por sinal extracelular (ERK) e da quinase c-Jun N-terminal (JNK), indi-
cando que este 6leo essencial rico em cuminaldeido possui atividade anti-inflamatorial®. O
cuminaldeido também demonstrou atividade anti-inflamatdria ao diminuir os niveis séricos de
TNF-o e IL-1B em ratos®® e inibir 15-LOX%. Nossos resultados revelam pela primeira vez o
potencial inibitério do cuminaldeido na enzima COX, com preferéncia pela COX-2.

Ao investigar o possivel mecanismo da atividade antinociceptiva do cuminaldeido, des-
cobriu-se que a atividade foi revertida pela naloxona, levando a concluséo de que essa molécula
funciona como um agonista dos receptores opioides (OR), particularmente do tipo u®. E am-
plamente reconhecido que a naloxona € um antagonista competitivo dos OR, sem a¢do agonista,
podendo antagonizar os efeitos adversos dos opioides ou no tratamento de overdose de mor-
final®. De acordo com os resultados in silico, o cuminaldeido apresentou interagdes favoraveis
com os trés receptores opioides utilizados, o que corrobora a literatura experimental anterior.
Além disso, observou-se que o cuminaldeido também apresenta interaces igualmente favora-
veis com a COX-2, o que é uma descoberta inovadora neste estudo.

Para garantir a seguranca de uso de um composto é necessario haver um estudo para
mostrar os perfis de seguranca de qualquer composto / produto que seja considerado benéfico
para um organismo vivo. E em seguida é avaliar os constituintes quimicos do agente medicinal
tradicional. E, por ltimo, é definir as diretrizes para investigar a aplicacdo do folclore proposta,
que é um passo em direcdo ao desenvolvimento e descoberta de drogas. Assim, toda planta ou
produto medicinal € validado, visando a verificacdo para aceitacdo publica e consequentemente
a necessidade de laudos toxicoldgicos!®’.

A avaliacdo toxicoldgica € um aspecto importante do desenvolvimento de
medicamentos e para a extensdo de seus potenciais terapéuticos, pois fornece informagdes sobre
as reacOes adversas que sdo potencialmente relevantes para a substancia que esta sendo
avaliadal®. Esses efeitos potenciais podem incluir alteragdes comportamentais, psicoldgicas,
bioquimicas, morfoldgicas, neuroldgicas, metabdlicas, teratoldgicas, mutagénicas e

histoldgicas®.
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Na pratica, a substancia é administrada por via oral ou, em alguns casos, por via
parenteral e, em seguida, observada para as condi¢des acima mencionadas. As abordagens de
dose e duracdo ajudaram a compreender a avaliacdo da toxicidade, bem como os riscos de
exposicaol®®1101l - Neste estudo a administracio oral de cuminaldeido na dose de 50mg/Kg a
cada 72 horas durante 27 dias ndo originou nenhuma variagdo significativa de massa corporea
e ainda, nos pardmetros hematoldgicos em relacdo ao grupo controle e com 0s outros grupos
tratados com salina. Estes resultados corroboram com as predices realizada por Amorim*!?,

Em relacéo a toxicidade, o 6leo essencial de Cuminum cyminum L. (Apiaceae) rico em
cuminaldeido ndo apresentou atividade citotdxica in vitro contra células RAW 264.7 em
concentragdes de 0,0005% a 0,01%'%. Quando administrado em concentragdes intraperitoneais
(i.p.) de 12,5 a 200 mg/kg, nenhuma toxicidade aguda foi observada em animais®. Durante
todo o periodo de 28 dias do nosso estudo, ndo foram observadas mortes de animais, indicando
que o uso prolongado ou crénico do cuminaldeido ndo parece causar toxicidade. Essa

observacdo é consistente com descobertas anteriores na literatura.



57

CONCLUSOES

O cuminaldeido apresenta uma atividade anti-inflamatéria multifatorial, atuando por meio
de multiplas vias. Sua atividade antinociceptiva ocorre por meio de mecanismos centrais e pe-
riféricos e modula a resposta imune do processo inflamatorio. Como resultado, o cuminaldeido
representa um candidato promissor para o desenvolvimento de novos medicamentos anti-infla-
matdrios e analgésicos, dadas suas propriedades demonstradas e baixa toxicidade para organis-
mos vertebrados. Pesquisas adicionais voltadas para explorar o pleno potencial terapéutico do

cuminaldeido sdo necessarias.
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ANEXO — Certificado Comité de Etica

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO ....
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS - CEUA -

CIAEP: 01.0341.2014

Comissd de Eica o Use de Avinais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada: "ACAO DO CUMINALDE{DO EM MODELO EXPERIMENTAL
DE OSTEOARTRITE EM RATOS", Processo n° 23115.031386/2019-28, sob a responsabilidade da
Profa. Dra. Maria do Socorro de Sousa Cartigenes e Prof. Dr. Jodo Batista Santos Garcia, que
envolve a produgdo, manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com
os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacio Animal (CONCEA), e
foi considerado APROVADO pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFMA) da Universidade
Federal do Maranhdo, na reunido realizada em 20/09/2019.

We certify that the proposal: "CUMINALDEIDE ACTION IN EXPERIMENTAL MODEL OF
OSTEOARTRITE IN RATS", Processo n® 23115.031386/2019-28, under the responsibility of Prof, Dr.
Maria do Socorro de Sousa Cartigenes and Prof. Dr. Jodo Batista Santos Garcia, which involves
the production, maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, sub phylum
Vertebrata (except humans beings) for scientific research purposes (or teaching) - is in accordance
with Law No. 11,794, of October 8, 2008, Decree No. 6.899, of July 15, 2009, as well as with the rules
issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED
by the Ethics Committee on Animals Use of the Federal University of Maranhdo (CEUA - UFMA), in
meeting of 09/20/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa Area: Ciéncias da Salide/Bioprospeccio
Vigéncia da Proposta: 01/08/2020 a 31/08/2024.

Origem: Biotério Central da UFMA Amostra
Idade: 4-6 semanas
Sexo: Machos g
Espécie: Ratos Peso:  250-350 ¢
(Rattus novergicus)

Linhagem/Raca Wistar

Local do experimento: Biotério setorial da Pés-Graduagao do Centro de Ciéncias Biolbgicas
e da Saide - CCBS/UFMA e Laboratério Experimental em Estudo da Dor - LEED/CCBS/UFMA.

Sao Luis, 03 de dezembro de 2019.

\Plou—_

Prof. Dr. Rafael Cardoso Carvalho
Presidente da Comissao de Etica no uso de Animais - CEUA/UFMA
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