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RESUMO

A osteoartrite é considerada uma doenca inflamatoria, degenerativa, cronica e de
evolucdo progressiva, que acomete com frequéncia a espécie canina. Nao ha cura conhecida,
dada a inexisténcia de agentes terapéuticos capazes de restabelecer a articulacdo em seu
aspecto fisiologico. Apresenta-se clinicamente pela presenca de claudicagdo, incapacidade
funcional, crepitacéo, rigidez articular, atrofia muscular e dor. Sabe-se que a curcumina tem
acao anti-inflamatoria e antioxidante, além de outras propriedades e usos, tornando-a uma boa
opcao para ser utilizada terapeuticamente, atuando, sobretudo, na reducdo do processo
inflamatorio e das espécies reativas de oxigénio — que, em niveis elevados, sao prejudiciais as
células, provocando danos as membranas, citoplasma e, posteriormente, ao acido
desoxirribonucleico. A pesquisa foi desenvolvida no sentido de avaliar o efeito da curcumina
sobre os marcadores de dano oxidativo aos lipidios. O estudo foi realizado no Hospital
Veterinario Unisul, com a participacdo de 4 cdes de grande porte (trés fémeas e um macho,
todos com idade superior a 9 anos), diagnosticados com osteoartrite secundaria a displasia
coxofemoral, avaliados durante dez dias. O delineamento experimental foi uniforme, e o
tratamento consistiu na administracdo dos condroprotetores sulfato de condroitina e
glucosamina em associa¢do com o adjuvante curcumina. Procedeu-se a coleta de sangue antes
e depois do tratamento, com vistas a analise do dano oxidativo aos lipidios e determinacao de
parametros hematol6gicos, com funcédo renal e hepéatica. A medida de evidéncia da amostra
(valor-p) foi superior ao nivel de significancia definido para o estudo (a = 0,05), mas houve
reducdo do dano em 75% dos individuos, atribuivel ao efeito antioxidante da curcumina nos
condrdcitos e citocinas. Dadas as condicionantes do estudo, sobretudo as limitacGes
relacionadas ao tempo de tratamento, ndo se pOde evidenciar maior reducdo do dano aos
lipidios. Apesar disso, os dados coletados indicaram efeito positivo sobre os marcadores de

estresse oxidativo e melhora nos parametros hematoldgicos e leucocitarios.

Palavras-chave: dano oxidativo, inflamacgdo, espécies reativas de oxigénio, nutracéuticos,

Curcuma longa L.



ABSTRACT

Osteoarthritis is a chronic, progressive and degenerative disease, driven by
inflammation, that commonly affects dogs. There is no cure, largely due to the fact that, at
present, there are not any effective therapeutic agents for repairing joint integrity. It is
clinically characterized by lameness, functional disabilities, crepitus, joint stiffness, muscle
atrophy and pain. Nonetheless, early findings suggest that curcumin has anti-inflammatory
and antioxidant properties, among many others, making it a promising agent for osteoarthritis
treatment therapy, thereby reducing the inflammation and suppressing the level of reactive
oxygen species - which, at elevated rates, can mediate and produce harmful effects on cells,
causing damage to membranes, cytoplasm and, further, to the deoxyribonucleic acid. The
purpose of the research was to evaluate the curcumin’s effect on markers of lipid oxidative
damage. This study was performed at the Unisul Veterinary Hospital, involving 4 large dogs
(three females and one male, all older than 9 years), diagnosed with osteoarthritis secondary
to hip dysplasia, which were treated for ten days after inclusion. The experiment conduction
was uniform, and the treatment consisted of ten consecutive once-daily oral combined
administration of chondroprotectives agents (chondroitin sulfate and glucosamine) and
curcumin as adjuvant. Blood was collected before and after the treatment, in order to perform
the analysis of the oxidative damage to lipids, and determine hematological parameters, with
liver and renal function profiles. The adopted measure of evidence (p-value) was greater than
the significance level defined for this study (o = 0.05), although there was a reduction in the
oxidative damage in 75% of sample members, which can be attributed to the curcumin’s
antioxidant effect on chondrocytes and cytokines. Due to the limitations of this study,
especially those related to the constrained time to complete the research, no greater reduction
of lipid damage could be observed. Nevertheless, the findings of this study revealed a positive
effect of curcumin on markers of oxidative stress, as well as an improvement of hematological

(mainly leukocyte-related) parameters.

Keywords: oxidative damage, inflammation, reactive oxygen species, nutraceuticals,

Curcuma longa L.
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1 INTRODUCAO

O presente trabalho tem como tema a agdo da curcumina nos marcadores de
estresse oxidativo, quando administrada em cdes com osteoartrite. Indaga-se sobre uma
possivel reducdo dos danos oxidativos atribuida a introdugdo do adjuvante curcumina no
tratamento dos animais.

Por se tratar de um composto natural, a curcumina € bem aceita pelos tutores,
principalmente nos casos em que 0s animais apresentam doenca crbnica sem tratamento
curativo. No entanto, sua utilizacdo ainda ndo esta disseminada na rotina clinica, carecendo-se
de mais estudos que comprovem sua eficacia, justificando, assim, a realizacao deste trabalho.

No desenvolvimento do estudo, foram abordados tdpicos essenciais para a
compreensdo da doenca analisada e da substdncia objeto da pesquisa, assim divididos:
Anatomia articular, Osteoartrite, Circuma, Curcumina (acdo anti-inflamatdria e antioxidante)
e Andlise dos marcadores de estresse oxidativo.

Espera-se que, ao final deste trabalho, os dados obtidos possam ser estruturados
de forma a alcancar uma conclusdo ldgica e satisfatoria que seja capaz de responder ao

questionamento principal do projeto de pesquisa.
1.1 PROBLEMA DE PESQUISA
A curcumina é capaz de reduzir o dano oxidativo nos cées com osteoartrite?
1.2 OBJETIVOS
1.2.1 Objetivo geral

Avaliar os parametros de estresse oxidativo em cdes com osteoartrite tratados com

curcumina.
1.2.2 Objetivos especificos

Avaliar o dano as membranas (peroxidacdo lipidica) nos cdes com osteoartrite
tratados com o adjuvante curcumina.
Comparar exames hematologicos e bioguimicos antes e apds o tratamento com o

adjuvante curcumina em caes com osteoartrite.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 ANATOMIA ARTICULAR

A base estrutural do corpo animal é constituida por estes elementos: 0ssos,
cartilagens, ligamentos e articulagbes. Quando unidos, ddo sustentacdo ao organismo,
denominando-se sistema esquelético. As articulagdes sdo formadas a partir da unido de dois
0ss0s, a0 que se da o nome de diartrose (unido articular verdadeira) (LIEBICH,
FORSTENPOINTNER, KONIG, 2012).

2.1.1 Diartrose

As unides articulares verdadeiras séo caracterizadas por apresentarem uma fenda
articular, fazendo a juncdo de dois ossos adjacentes. Estas articulacdes sdo constituidas de
uma cavidade articular preenchida com fluido sinovial, de uma cépsula articular e cartilagem
articular hialina, que faz a cobertura dos ossos (MACIEL, 2001; LIEBICH,
FORSTENPOINTNER, KONIG, 2012; MARTEL-PELLETIER et al., 2016).

A capsula articular apresenta duas camadas, sendo a mais externa a camada
fibrosa, e a mais interna, a membrana sinovial. A camada fibrosa é determinada a partir da
carga mecanica aplicada a regido, apresentando grandes quantidades de fibras nervosas. Em
razao disso, a regido € muito sensivel a dor. Por outro lado, a membrana sinovial caracteriza-
se por apresentar muitas células, vasos sanguineos e nervos. Sua camada interna é composta
de sinovidcitos, células responsaveis pela fagocitose e também pela producdo e secrecdo de
proteinas (OLIVEIRA, 2011; LIEBICH, FORSTENPOINTNER, KONIG, 2012;
MACHADO, 2015).

A membrana sinovial reveste a cépsula articular, sendo composta de acido
hialurdnico, acucar, eletrolitos e enzimas. Consiste em uma fina membrana que atua
regulando a transferéncia de moléculas dentro e fora da articulagdo. Por sua vez, as
articulacGes sdo preenchidas pela sindvia (liquido sinovial), fluido transparente e viscoso que
realiza a lubrificagdo, diminuindo o atrito entre as faces articulares (OLIVEIRA, 2011;
LIEBICH, FORSTENPOINTNER, KONIG, 2012; MARTEL-PELLETIER et al., 2016).
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2.2 OSTEOARTRITE

O reconhecimento da osteoartrite (OA) como doencga autbnoma ocorreu no final do
século XVIII, sendo atualmente classificada como uma enfermidade musculoesquelética
degenerativa, inflamatéria e crbnica, que se manifesta de forma progressiva e lenta.
Apresenta-se clinicamente pela presenca de claudicacdo, incapacidade funcional, crepitacéo,
rigidez articular, atrofia muscular e dor — definida pela Associacdo Internacional para o
Estudo da Dor como "[...] uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a
dano tecidual real ou potencial, ou descrita em termos de tal dano” (HENROTIN, PRIEM,
MOBASHERI, 2013; MALFAIT, SCHNITZER, 2013; RAMIREZ-FLORES et al., 2017).

Conforme a doenca progride, torna-se incapacitante, causando alteragcbes na
cartilagem articular, osso subcondral, ligamentos, inervacdes, vascularizacdo, capsula e
membrana sinovial, até atingir a faléncia articular (MOREAU et al., 2004; HENROTIN,
PRIEM, MOBASHERI, 2013; MALFAIT, SCHNITZER, 2013; COMBLAIN et al., 2015;
MARTEL-PELLETIER et al., 2016; BHATHAL et al., 2017; RAMIREZ-FLORES et al.,
2017).

A degeneracdo da cartilagem provocada pela OA pode ocorrer de forma primaria,
associando-se ou ndo a outros fatores, sendo 0s mais comuns a obesidade e a idade avangada;
ou, de forma secundéria, como consequéncia de incongruéncia articular, trauma (p. ex.,
ruptura do ligamento cruzado cranial, luxacdo de patela e luxacdo coxofemoral) ou presenca
de enfermidade concomitante, a exemplo da displasia coxofemoral e da displasia de cotovelo
(SILVA, MONTANDON, CABRAL, 2015; TILLEY, 2003; MELE, 2007; MARTEL-
PELLETIER et al., 2016; RAMIREZ-FLORES et al., 2017;).

2.2.1 Fisiopatologia

As alteracOes dsseas e cartilaginosas ocorrem devido a danos fisicos, resultando
no aparecimento de microfissuras e alteracbes nos osteoblastos e osteoclastos — que,
respectivamente, sintetizam e reabsorvem estruturas dsseas. Os danos 0sseos e articulares
tornam-se mais perceptiveis conforme a progressdo da OA. Ha o aparecimento de alteragdes
no 0sso, com perda da cartilagem e remodelamento do osso subcondral, causando ativacéo
osteoblastica e, por fim, esclerose do tecido. Ocorre a formacao de oste6fitos e cistos 0sseos
pelos osteoclastos nas bordas danificadas da cartilagem, como resultado da reabsorcéo 0ssea
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local, na tentativa celular de reintroduzir estabilidade articular (POOLE, 1999; SILVA,
MONTANDON, CABRAL, 2015; MARTEL-PELLETIER et al., 2016).

Os danos cartilaginosos iniciam-se de forma local, com a desagregacédo
proteolitica da matriz cartilaginosa, composta por condrdcitos, que sofrem alteracfes
significativas na composicdo de &gua e em componentes da matriz extracelular organica,
como o colégeno tipo I, proteoglicanos (agrecana) e proteinas ndo colagenas (POOLE, 1999;
MARTEL-PELLETIER, 2004; MARTEL-PELLETIER et al., 2016).

Os condrdécitos conformam-se em uma matriz constituida de colageno tipo VI e
outras proteinas. S&o responsaveis pela manutencdo do volume minimo de colageno e néo
exibem atividade mitética. No inicio da doenca, apresentam aumento na sua atividade
sintética, devido a tentativa de reparo das lesGes. Com o curso da enfermidade, ocorre perda
de sua funcdo normal: os condrécitos desregulam-se em razdo da ruptura da matriz
pericelular, expondo as células da matriz interterritorial. Os condrocitos também exercem
papel secretdrio em reacdo a presenca de espécies reativas de oxigénio, citocinas, quimiocinas
e outros produtos pré-inflamatorios (POOLE, 1999; MARTEL-PELLETIER et al., 2016).

O inicio da inflamacao sinovial (sinovite) se da a partir da hiperplasia da sindvia —
composta pela membrana sinovial, fluido e infiltrados de linfocitos T e B — acredita-se que
secundéria a liberagdo de fragmentos da matriz extracelular da cartilagem no liquido sinovial,
resultando na liberacdo de mediadores inflamatérios e consequente degradacdo da cartilagem
articular, gerando um ciclo ininterrupto. A inflamacdo transcorre através da producdo das
citocinas pro-inflamatérias e proteases. As proteases liberadas pelos condrécitos sdo
determinantes para a degradacdo da matriz, com maior envolvimento das metaloproteases
(MMP), de que € parte a colagenase, responsavel pela clivagem e quebra das cadeias
peptidicas do colageno, e também a estromelisina e a agrecanase, responsaveis,
respectivamente, pela degradacédo e fragmentacdo de proteoglicanos (MARTEL-PELLETIER,
2004; SCANZELLO, 2012; MALFAIT, SCHNITZER, 2013; AL-MADOL et al., 2016;
MARTEL-PELLETIER et al., 2016).

As citocinas pré-inflamatdrias, originadas da atividade catabdlica dos condrdcitos,
promovem maior degradacdo da cartilagem, agravando a inflamagdo. O fator de necrose
tumoral alfa (TNFa) e a interleucina-1p (IL-1B) sdo as moléculas proteicas mais importantes
no processo fisiopatologico da doenca, sendo responsaveis pela maior parte da degradacéo
cartilaginosa, podendo desencadear hiperalgesia. A lipoxigenase-5 (LOX-5) parece também
estar envolvida na progressdo da inflamagdo. O TNFa e a IL-1B agem sobre os condrdcitos,

incentivando sua sintese enzimética e impedindo a producdo dos principais inibidores
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fisiologicos destas enzimas, bem como a sintese de constituintes da matriz. Portanto, tém ag&o
deletéria na cartilagem e geram inflamacdo cronica (MARTEL-PELLETIER, 2004; AL-
MADOL et al., 2016; BARROUIM-MELO et al., 2016; MARTEL-PELLETIER et al., 2016).

Os danos cartilaginosos desencadeiam a formacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), provocando aumento da oxidacdo no interior do liquido sinovial e,
consequentemente, morte dos condrocitos e geracdo de enzimas antioxidantes, que sdo
liberadas no intuito de equilibrar a producdo dessas ROS. O aumento no nivel de enzimas
antioxidantes causa prejuizos para o liquido sinovial, sobretudo reduzindo sua viscosidade
(BARROUIM-MELO et al., 2016).

2.2.2 Diagnostico

O diagnostico necessita ser preciso. Para tanto, recomenda-se uma anamnese
detalhada, exame clinico minucioso e auxilio de exames complementares, como o
radioldgico, a artroscopia, ressonancia magnética e tomografia computadorizada (BRAUN,
GOLD, 2012; RAMIREZ-FLORES et al., 2017).

O tutor pode relatar ter observado diminuicdo na atividade do animal, alteracfes
no comportamento urinério e fecal, bem como claudicacdo e dor, descricdo que atende a
definicdo clinica da patologia, podendo variar em relacdo ao grau e a manifestacdo, se
intermitente ou continua (MALFAIT, SCHNITZER, 2013; COMBLAIN et al.,2015;
BHATHAL et al., 2017).

Deve-se iniciar o exame fisico do paciente depois de realizada a anamnese.
Primeiramente, o animal deve estar em estacdo. Entdo, verifica-se se ha presenca de atrofia
muscular ou incapacidade funcional. Posteriormente, deve-se examinar 0 paciente em
decubito, com atencdo a todos os membros, preferindo-se a analise distal para proximal,
verificando-se se ha& presenca de crepitacdo, dor, frouxiddo muscular e tumefacédo
(LOBOSCO,2012; MARTEL-PELLETIER et al., 2016).

Na radiografia, podem ser constatadas alteracbes Osseas, por meio da
visibilizacdo de osteofitos periarticulares e esclerose subcondral, reducdo do espaco articular,
assim como perda de cartilagem e alteragdes meniscais. Entretanto, nos processos iniciais da
doenga, a sua visibilizacdo é prejudicada. Precocemente, € possivel identificar a efusdo

articular, embora seja normalmente discreta e de dificil detecgdo na radiografia (MALFAIT,
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SCHNITZER, 2013; BARROUIM-MELDO et al., 2016; MARTEL-PELLETIER et al., 2016;
RAMIREZ-FLORES et al., 2017).

A ultrassonografia é pouco utilizada na Medicina Veterinaria, pois requer
transdutores especificos e experiéncia do operador. E de grande auxilio no diagnéstico, uma
vez que permite a visibilizagdo de pequenas mudancgas estruturais nas articulagdes, como
lesGes articulares, inflamacdo, sinovite e tendinite (KEEN, WAKEFIELD, CONAGHAN,
2009; OLIVEIRA et al, 2009; RAMIREZ-FLORES et al., 2017).

Outras técnicas podem ser empregadas na identificacdo precoce da OA, porém,
em Medicina Veterinéria, essas técnicas ndo estdo disponiveis rotineiramente. A titulo de
exemplo, pode-se citar a artroscopia (apresenta elevado custo, necessita de quantidade
significativa de material e exige experiéncia e pratica do operador). Além de ser utilizada para
a obtencdo do diagnostico, também serve a propositos terapéuticos. Com o auxilio dessa
técnica, toda a superficie articular pode ser observada, assim como a integridade de
ligamentos e meniscos. Outros exemplos sdo a ressonancia magnética e a tomografia
computadorizada, ideais quando se deseja visibilizar a microarquitetura do o0sso trabecular. A
ressonancia magnética permite, ainda, definir com precisdo a espessura da cartilagem articular
e sua degeneracdo, constituindo-se na técnica diagnostica ideal para a avaliagdo da OA
(LINDSEY et al., 2004; HULSE, 2006; CARRICO, 2012; RAMIREZ-FLORES et al., 2017).

2.2.3 Tratamentos

O principal objetivo do tratamento € minimizar os danos decorrentes da doenca,
no intuito de promover incremento na qualidade de vida do animal, reduzindo,
principalmente, a dor articular. Até o momento, ndo ha cura conhecida para a OA, existindo
apenas tratamentos paliativos, de forma medicamentosa — ou com a administracdo de
nutracéuticos —, e de forma ndo farmacéutica, através da perda de peso, fisioterapia,
tratamento cirurgico e, alternativamente, acupuntura (HENROTIN, PRIEM, MOBASHERI,
2013; COMBLAIN et al.,2015; BHATHAL et al., 2017).

Cada vez mais os tutores tém prezado pelo bem-estar e qualidade de vida de seus
animais. Observa-se, em razdo disso, aumento consideravel na demanda por tratamentos
fisioterapéuticos e alternativos, como a acupuntura. A fisioterapia, além de auxiliar no
tratamento convencional, ajuda na prevencdo e manutencédo da fisiologia. Sua técnica envolve

terapia manual — como alongamentos, massagem localizada, amplitude de movimento e
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mobilizacdo da articulacdo —, técnicas de reparacdo, mobilidade elétrica — que auxilia no
controle da dor —, mobilidades térmicas — por exemplo, a crioterapia —, ultrassom terapéutico
e sequéncias de exercicios, buscando o fortalecimento muscular e articular (MILLIS, 2004;
LEVINE, 2008; ROBERTSON, 2013).

O tratamento medicamentoso tradicional é realizado através da administracdo de
anti-inflamatorios ndo esteroides (AINE) e opioides. Os AINE comumente empregados sao
inibidores preferenciais da cicloxigenase-2 (COX-2), atuando na reducdo da producdo de
prostaglandinas pro-inflamatdrias, que estimulam o processo doloroso, sensibilizando os
nociceptores periféricos. Sua produgdo ocorre nos tecidos articulares sinoviais,
desencadeando o processo inflamatério. O uso desses farmacos pode induzir efeitos adversos
no trato gastrointestinal, sendo contraindicados em pacientes que apresentem insuficiéncia
renal ou desidratacdo (MALFAIT, SCHNITZER, 2013; COMBLAIN et al.,2015;
BARROUIM-MELDO et al., 2016).

Outra opcdo de tratamento seria a administragdo de nutracéuticos, que s&o
alimentos ou ingredientes alimentares que possuem acdo farmacologica. O vocabulo deriva da
aglutinacdo das palavras “nutricdo” e ‘“farmacéutico”. Por disposi¢do legal, ndo podem
apresentar risco de toxicidade ou efeitos adversos. Citam-se como exemplos de nutracéuticos:
0s &cidos graxos poli-insaturados (6mega-3 e 6mega-6), sulfato de condroitina e glucosamina,
6leos de abacate e soja insaponificaveis e curcumina (HENROTIN, PRIEM, MOBASHERI,
2013; CODEVILLA et al., 2015; COMBLAIN et al., 2015; BARROUIM-MELO et al., 2016;
BHATHAL et al., 2017).

2.2.3.1 Sulfato de condroitina e glucosamina

Essas substdncias sdo aminossacarideos fundamentais na biossintese de
glicosaminoglicanos (especialmente o acido hialurdnico) e proteoglicanos, que sdo estruturas
essenciais para a formacdo da cartilagem. O sulfato de condroitina realiza a inibicdo das
enzimas maléficas do fluido articular e cartilagem. Por sua vez, a glucosamina desempenha
papel na regulacéo da sintese de colageno presente na cartilagem, apresentando também um
pequeno efeito anti-inflamatoério (BEALE, 2004; HENROTIN, LEMBERT, 2013).

Com o uso destas substancias (administradas por via oral ou em versao injetavel),
preserva-se a producdo de &cido hialurdnico, que € um componente natural da matriz da
cartilagem e do fluido sinovial, conferindo-lhe propriedades viscoelasticas (lubrificacdo das

articulacdes e absorcdo de choques). Sua sintese ocorre na membrana plasmatica, a partir da
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glucosamina, sendo fundamental na producdo de colageno, elasticidade e hidratagdo
(WALSH,2010; NUNES, 2016).

2.2.3.2 Curcumina

A curcumina é o principal elemento de estudo deste trabalho. Suas caracteristicas,

sintese, acdo, entre outras propriedades, serdo abordadas ao longo da pesquisa.

2.3 CURCUMA

A Curcuma longa L. é uma planta pertencente a familia das Zingiberaceae, da
qual é parte também o gengibre. E uma planta herbacea, perene, de clima tropical quente e
umido, constituida de um rizoma principal, ovoide, carnudo, possuindo varias ramificacdes
laterais de tamanhos menores. Em condicdes favoraveis, pode alcancar até 150 cm de altura.
Suas folhas sdo grandes e longas, de coloracdo verde clara. Exala um cheiro forte, porém
agradavel, possuindo um sabor um pouco amargo, picante e aroméatico (SASIKUMAR, 2005;
SHISHODIA, SETHI, AGGARWAL, 2005; LORENZI, MATQOS, 2008; SILVA FILHO et
al., 2009; BARNES, ANDERSON, PHILLIPSON, 2012; GRANDI, 2014).

Essa planta é originaria do sudoeste asiatico, oriunda das florestas tropicais da
india, sendo endémica nessa regido. Ha registros da clrcuma em manuscritos gregos que
antecedem a Era Comum (EC). E utilizada ha mais de 6.000 anos pela medicina Ayurveda,
tradicional da India Antiga, porém seu uso s6 foiregistrado no pais por volta de 4.000 anos
AEC. Na China, foi mencionada no século VII, sendo introduzida na Europa muitos séculos
depois, nos idos de 1200. Atualmente, ndo se observa seu crescimento fora dos cultivos
humanos (DALBY, 2000; WANG, et al., 2014; FELIPE, 2015; ALONSO, 2016).

A curcuma foi introduzida no Brasil no periodo Colonial, adaptando-se bem em
diversas Provincias. Desenvolve-se em solo Umido e argiloso, preferindo regibes tropicais, e
se insere principalmente nas regides que estdo os estados de Sdo Paulo, Minas Gerais e Goias
(CECILIO FILHO; VILLAS BOAS, 1996; ALONSO, 2016).

E conhecida popularmente por agafrio da india, acafrdo, acafroa, acafroeira,
batatinha amarela, acafrdo-da-terra, cdrcuma, gengibre dourado e mangarataia. Recebe
diferentes denominacGes em outros paises, de que sdo exemplos: Yurquilla em Cuba,

Turmeric na Inglaterra, Curcumadi levante na Italia, Safrandes Indes na Franga, Cdrcuma em
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Portugal, Kurkuma em Aleméo, Haridrae Haldi pelos indianos (COLLINO, 2014; PERES;
VARGAS; SOUZA, 2015; MARCHI et al., 2016).

A parte da planta utilizada tanto na culindria como na medicina é o rizoma,
estrutura que contém o principal composto ativo da planta. Para uma maior conservacao, 0
rizoma deve ser moido — ainda fresco ou j& seco —, e o pd originado recebe o nome
detumérico. E do rizoma que se extrai a curcumina, de uso amplo e diversificado, como
conservante, aromatizante, corante natural em bebidas e alimentos, temperos, destacando-se
também por suas propriedades: digestiva, antialérgica, antimicrobiana, antiparasitaria,
dermatoldgica, oftalmoldgica, estimulante, cicatrizante, anti-inflamatéria, antioxidante,
antitrombdtica, antilipidica, anticonvulsivante, antiarritmica, anticancerigena,
quimiopreventivas, entre outras. Bem por isso, é administrada no combate a diversas doencas,
como as respiratorias, anorexia, doencas hepaticas, doencas do sistema nervoso central, artrite
e diabetes ( FRANCO CODEVILLA et al., 2015; SUETH-SANTIAGO et al., 2015; PERES;
VARGAS; SOUZA, 2015; MARCHI et al., 2016; MARMITT et al., 2016; SILVA, M. C. et
al., 2016; ARROYO-ACEVEDO et al., 2016).

2.3.1 Curcumina

A curcumina é um polifenol hidrofébico, constituido por amido, proteinas, fibras,
carbonatos, pigmentos curcuminoides, componentes majoritarios ndo volateis e Oleos
essenciais — que tém como constituintes basicos os terpenos volateis. Ha trés tipos de
curcuminoides ou polifendis naturais na planta: curcumina (diferuloilmetano),
demetoxicurcumina ebis-demetoxicurcumina. Os Oleos essenciais possuem como
componentes principais a tumeronadehidroturmerona e as cetonas aromaticas. A sua
composicdo quimica é muito variada, sendo sensivel a diferencas no plantio, cultivo, tipo de
solo, clima, adubacdo, disponibilidade hidrica e época de colheita (COLLINO, 2014;
FRANCO CODEVILLA et al., 2015; PERES; VARGAS; SOUZA, 2015; SUETH-
SANTIAGO et al., 2015; SILVA, M. C. et al., 2016).

Por ser um composto hidrofébico, a curcumina apresenta baixa solubilidade em
agua (sdo obtidos melhores resultados em pH acima de 11,7) e éter. Em razdo de sua baixa
solubilidade, é pouco absorvida pelo sistema gastrointestinal e eliminada de forma muito
rapida, principalmente pelas fezes, e uma parcela insignificante pela urina, resultando em
baixa biodisponibilidade no organismo. No entanto, é bem absorvida quando administrada em

forma de cépsulas gelatinosas contendo, preferentemente, algum excipiente que atue como
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protetor hidrico, a exemplo do amido em p6 e da maltodextrina. Também apresenta boa
solubilidade em solventes organicos como etanol, metanol, acetona, dimetilformoldeido,
dimetilsulfoxido, cloroférmio e acetonitrila (GUIMARAES, 2010; MOBASHERI, 2013;
COLLINO, 2014; FRANCO CODEVILLA et al., 2015; SUETH-SANTIAGO et al., 2015;
HENROTIN; PRIEM; SILVA, M. C. et al., 2016).

Neste estudo, serdo abordadas suas propriedades anti-inflamatorias e
antioxidantes, particularmente relevantes para os pacientes com OA. Oportuno registrar que a
curcumina atua também nas vias de sobrevivéncia celular, tais como a apoptose, mecanismo
de morte celular programada, responsavel pela homeostasia, condicdo de equilibrio
fisioldgico e metabolico do organismo (SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

2.3.1.1 Acao anti-inflamatéria

A curcumina exerce influéncia sobre diversas etapas do processo inflamatorio. Por
exemplo, inibe fatores de transcricdo, como o Fator Nuclear Kappa B (NF-kxB) e o Ativador
de proteina 1 (AP-1), que desempenham papéis importantes no inicio do processo da resposta
inflamatoria, incentivando, assim, a expressdao e secrecdo de citocinas e quimiocinas
envolvidas no processo — essas enzimas ativam e atraem células imunes do organismo
(COLLINO, 2014; PERES; VARGAS; SOUZA, 2015; SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

O NF-xB é um complexo proteico heterodimérico que, na auséncia de estimulos
inflamato6rios pelo organismo, permanece retido no citoplasma celular, de forma inativa,
associado a uma proteina inibitoria especifica. Quando recebe estimulo adequado, depois de
superadas certas etapas, € finalmente liberado dessa proteina (COLLINO, 2014).

Para 0 aumento da producdo do NF-kB, faz-se necessaria a presenca de ROS no
organismo, ativando a sua cascata de formacdo. Essa proteina é, também, responsavel por
desencadear a expressao de varios genes relacionados a destruicdo da cartilagem articular,
inflamacdo da membrana sinovial e reabsor¢do Gssea. A curcumina é capaz de capturar as
ROS, de modo a reduzir a ativagdo do complexo proteico NF-xB, reduzindo, assim, o
processo inflamatorio (SUETH-SANTIAGO et al., 2015; ZHANG et al., 2016).

Por sua vez, o AP-1 é um fator de transcricdo formado por proteinas
homodiméricas e heterodiméricas. A ativacdo do AP-1 ocorre através de duas vias de

sinalizacdo, a Quinase terminal c-jun-N (JNK) e a Quinase controlada pela sinalizacao
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extracelular (ERK), oriundas da cascata Proteino-quinase ativada por mitégeno (MAPK). A
curcumina inibe a ativacdo do JNK, obstruindo a ativagédo do AP-1 (COLLINO, 2014).

A ativacdo das vias de sinalizacdo NF-xB e AP-1 pode decorrer de varios
estimulos orgénicos, por acdo de neurotransmissores, neurotrofinas, proteinas neurotéxicas,
citocinas, glicocorticoides, ésteres de forbol, peptideos natriuréticos atriais, ceramidas,
endotoxinas de virus e bactérias, produtos de reacfes enzimaticas e a COX-2 (COLLINO,
2014).

Ao atuar na inibicdo desses fatores, a curcumina reduz a expressao e secre¢do de
citocinas, enzimas determinantes para que ocorra a migracao de células inflamatorias (atuam
na modulacdo dos sistemas inflamatdrios). O uso da curcumina tende a conter essa migracao,
reduzindo, assim, a presenca de mediadores pro-inflamatérios (SUETH-SANTIAGO et al.,
2015).

Outra acdo da curcumina é sobre a inibicdo da cascata do acido araquidonico
(cascata da inflamacao) (Figura 1), que realiza a biossintese de eicosanoides, considerados
importantes mediadores do processo inflamatdrio, liberados a partir das membranas celulares
pela acdo da fosfolipase A2 (PLA2). Essa cascata também gera outros mediadores pro-
inflamatdrios, como leucotrienos (LT), prostaglandinas (PGs), prostaciclinas e tromboxanos
(TX). A curcumina constitui-se em dbice a cascata em virtude da inibicdo da transcricdo das
enzimas COX-2 e LOX-5, resultando na interrupcdo da biossintese dos mediadores pro-
inflamatorios (Figura 2) (MURI, SPOSITO, METSAVAHT, 2009; HENROTIN, PRIEM,
MOBASHERI, 2013; COLLINO, 2014; PERES, VARGAS, SOUZA, 2015; MARCHI et al.,

2016).
NF-xB Curcumina
. _]

x Inibe

Processo
inflamatdério

e AP-1y

Figura 1. Acdo inibidora da curcumina sobre a cascata do &cido araquiddnico e 0s

fatores de transcricdo NF-kB e AP-1.
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A curcumina promove a inibigdo da COX-2, enzima estimulada no organismo em
resposta as citocinas pro-inflamatérias e em decorréncia de alguma lesdo celular. A COX-2 é
responsavel pela formacéo de PGs. Dentre essas, destaca-se a prostaglandina E2 (PGE2), que
desencadeia a dor e a inflamacdo (intensa acdo pro-inflamatoria), envolvida tanto em
processos agudos como cronicos (SILVA, C. A. T. Da, 2016; SILVA, 2016).

A lisil oxidase (LOX) atua na producéo de LTs. A LOX-5, em especial, converte
0 acido araquidonico em acido 5-hidroxieicosatetraenoico, precursor dos LTs, que atuam
como mediadores pré-inflamatorios, sendo produzidos pelos basofilos, mastdcitos,
eosinofilos, macréfagos e neutrdfilos. Inibindo-se essa via com 0 uso da curcumina, tem-se a
reducdo dos mediadores pré-inflamatorios (SILVA, C. A. T. Da, 2016; SILVA, 2016).

2N
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Lipoxigenase Cicloxigenase
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Leucotrienos Prostaglandinas Prostaciclinas
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27N
Prostaglandina E2
x Inibe ~—
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Tromboxano
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Figura 2. A curcumina, ao inibir a transcricdo da cicloxigenase e lipoxigenase,

impede a biossintese dos mediadores pro-inflamatorios.

Em razdo de suas propriedades anti-inflamatorias, a curcumina vem sendo
estudada e utilizada no tratamento de diversas doencas que cursam com inflamagé&o, sendo, de
modo geral, benéfica aos pacientes. Dada a auséncia de registros de toxicidade em estudos
clinicos, pode-se afirmar que seu uso é seguro (HENROTIN, PRIEM, MOBASHERI, 2013;
COLLINO, 2014; PERES, VARGAS, SOUZA, 2015).
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2.3.1.2 Acéo antioxidante

Além de atuar como substancia anti-inflamatoria, a curcumina age também como
antioxidante natural. Essa propriedade especifica advem de sua capacidade em quelar ions
metalicos e sequestrar as ROS, cuja formacdo se da em consequéncia do processo
inflamatorio e dos danos as células cartilaginosas, secundariamente a instalacdo da
osteoartrite (normalmente de forma insidiosa). O aumento nos niveis de ROS decorre do
desequilibrio dos sistemas oxidante e antioxidante do organismo, favorecendo o aparecimento
de leses nas membranas celulares e, mais tardiamente, no DNA celular (ANTUNES et al.,
2008; BARROUIN-MELO et al., 2016).

Porém, quando produzidas em quantidades adequadas, como subproduto da
respiracdo celular, e em niveis controlados, as ROS fazem a ativacdo de diversos genes e
participam dos processos de apoptose, coagulagdo, fertilizagdo ovular, bem como da
imunidade inata e adaptativa (ANTUNES et al., 2008; BARBOSA et al., 2010; COLLINO,
2014; PERES, VARGAS, SOUZA, 2015).

As ROS séo produzidas a partir do oxigénio (O2) metabolizado nas mitocondrias.
Parte do oxigénio consumido na cadeia transportadora de elétrons direciona-se para a
formacdo dos radicais livres. Nessa via, podem ter origem também as espécies reativas de
nitrogénio (BARBOSA et al., 2010; COLLINO, 2014).

Os radicais livres sdo formados ndo apenas na mitocondria, membranas celulares
e citoplasma, mas também por macréfagos e neutréfilos. Sdo ions, moléculas e &tomos que
apresentam na sua camada externa elétrons desemparelhados, causadores de instabilidade
elétrica e dotados de grande capacidade reativa. Os elétrons livres buscam estabilidade por
meio da captura de elétrons de outras moléculas, células ou tecidos do organismo,
favorecendo o surgimento de lesbes celulares (COLLINO, 2014;RUSSO, BRACARENSE,
2016).

O organismo produz continuamente esses radicais livres, como o superdoxido (O2),
a hidroxila (OH) e o perdoxido de hidrogénio (H202) — contendo espécies reativas de oxigénio
—, entre outros, a partir da redu¢ao do O. em reacOes especificas, na presenca dos ions ferro e
cobre. O sistema antioxidante controla o excesso dessas ROS. Contudo, ndo € rara a
ocorréncia de desequilibrio nesse sistema, favorecendo a formacdo de ROS e desencadeando
o0 dano oxidativo (ANTUNES et al., 2008; BARBOSA et al., 2010; COLLINO, 2014).
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Os ions ferro e cobre exercem papéis importantes nas reacdes de dxido-reducéo,
sendo potentes agentes catalizadores no processo de formacdo dos radicais livres. No
organismo, esses ions encontram-se ligados a proteinas especificas, responsaveis pelo seu
transporte, estocagem e utilizacdo, ndo permitindo que fiqguem livres e aptos a participarem
das reagdes de dxido-reducdo que geram radicais livres (BARBOSA et al., 2010; COLLINO,
2014).

O organismo faz o controle das ROS através do sistema natural antioxidante
enzimatico e nao enzimatico. Esse sistema age neutralizando as ROS, evitando sua formacéo
e reparando os danos causados por essas espécies quimicas. Quando os sistemas oxidante e
antioxidante estdo em desequilibrio, causam o acumulo das ROS. O excesso desses
compostos tem por consequéncia 0 estresse oxidativo, dando origem a lesbes (oxidagdo
lipidica, dano as proteinas, carboidratos e DNA) e favorecendo o envelhecimento celular
(ANTUNES et al., 2008; BARBOSA et al., 2010; COLLINO, 2014; PERES, VARGAS,
SOUZA, 2015; RUSSO, BRACARENSE, 2016).

O sistema antioxidante enzimatico € constituido por enzimas (Superdxido
Dismutase (SOD), Catalase (CAT), GlutationaPeroxidase (GPx) e Glutationa Reduzida
(GSH)) que agem através da prevencao, isto é, evitando a instalacdo do dano oxidativo,
mediante o controle da formacéo dos radicais livres. (BARBOSA et al., 2010; COLLINO,
2014).

As ROS agridem em maior instancia a membrana celular (peroxidacéo lipidica),
causando agressdo aos acidos graxos poli-insaturados dos fosfolipidios da membrana, com a
perda parcial de sua integridade pela desintegracdo dos fosfolipidios, assim como a liberacdo
de &cidos graxos ndo saturados. Como consequéncia, ocorrem mudangas em sua estrutura,
fluidez, permeabilidade e transporte, impedindo a seletividade da troca i6nica pela membrana
e incentivando a formacdo de produtos citotoxicos que desencadeiam a morte celular
(ANTUNES et al., 2008; ZIMMERMANN, KIRSTEN, 2008; COLLINO, 2014; ARAUJO et
al., 2016).

A curcumina possui uma agdo antioxidante natural, permitindo a doacdo de
elétrons que, ao fim, resulta na estabilizacdo das ROS. Além disso, realiza o sequestro dos
radicais livres e possui a capacidade de quelar metais como ferro e zinco, agentes geradores
de radicais livres. O controle exercido pela curcumina na formacdo desses radicais pode
diminuir a probabilidade de danos oxidativos as células (COLLINO, 2014; SUETH-
SANTIAGO et al., 2015).
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2.4  ANALISE LABORATORIAL DO DANO OXIDATIVO

Os biomarcadores devem apresentar caracteristicas possiveis de serem avaliadas,
indicando normalidade dos processos biologicos, assim como alteracbes patogénicas ou
resposta farmacoldgica. E ideal que um biomarcador apresente alta especificidade e
sensibilidade para a caracteristica que se deseja mensurar no fluido bioldgico escolhido, sendo
igualmente desejavel que possibilite uma rapida analise e apresente baixo custo (ZWART et
al., 1999; VASCONCELOS, 2007).

2.4.1 Capacidade antioxidante total (CAOT)

Existem diversas formas de mensurar a CAOT, a depender da espécie dos radicais
gerados, do indicador de oxidacdo escolhido e do método utilizado. Em todos os casos, tem-se
a geracdo de um radical livre que, ao reagir com determinadas moléculas, produz cor,
fluorescéncia, quimiluminescéncia, e induz perda ou ganho dos sinais de ressonancia do spin
eletronico (ESR). Quando ha presenca de agentes antioxidantes, ocorrem variagdes nesses
sinais, permitindo sua analise (HALLIWELL, 2006).

2.4.2 Capacidade antioxidante especifica

E realizada a mensuragio de enzimas antioxidantes como: Superdxido Dismutase
(SOD), Catalase (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx) e Glutationa Redutase (GR). Também
sdo mensurados compostos do sistema antioxidante ndo enziméatico como: glutationa,
Coenzima Q (CoQ), &cido drico, Vitamina E (tocoferol), Vitamina C (ascorbato), p-caroteno,
proteinas de transporte de metais de transicdo, transferrina, ceruloplasmina etc.
(ARMSTRONG , 1998; HALLIWELL, 2006; VASCONCELOS, 2007).
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2.4.3 Avaliacao do dano oxidativo em componentes celulares

2.4.3.1 Marcador de peroxidacao lipidica Malondialdeido (MDA)

A formacdo de ROS contribui para a peroxidacdo lipidica, gerando lesbes as
membranas celulares, pelo acometimento de seus acidos graxos poli-insaturados. A ruptura
desses &cidos graxos d& origem ao chamado MDA, considerado o biomarcador geral dos
danos oxidativo na membrana celular. Existem outras técnicas para avaliacdo do dano
oxidativo: marcador de peroxidagdo lipidica hidroxinonenal, marcador de peroxidacao
lipidica isoprostano e marcador de dano oxidativo as proteinas — grupo carbonita (KADIISKA
et al., 2005).
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 MATERIAIS E METODOS PROPOSTOS

O estudo sera realizado no Hospital Veterinario Unisul, na Universidade do Sul de
Santa Catarina, na unidade de Tubardo, Santa Catarina, sob consentimento por escrito dos
tutores dos cées, bem como autorizacido da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA),
requerida sob o protocolo n.° 17.019.5.05.1V.

Participardo da pesquisa cdes com diagnostico de osteoartrite na articulacao
coxofemoral, acima de 18 meses de idade, sem restricdes quanto a raca, Sexo ou porte do
paciente. Os cdes com diagnodstico de osteoartrite na articulacdo coxofemoral deverdo
apresentar dor cronica (sinais clinicos de dor por pelo menos 3 meses), além de o tutor haver
relatado ao menos dois dos seguintes sinais clinicos associados a displasia coxofemoral:
dificuldade em levantar-se ou deitar-se, dificuldade em saltar, dificuldade em subir ou descer
escadas ou claudicacao.

O grau de displasia coxofemoral sera medido de acordo com o padrdo
estabelecido pela avaliacdo das radiografias das articulagdes coxofemorais, classificado em 5
niveis, de A a E, de acordo com a Federacdo Cinoldgica Internacional (FLUCKIGER, 1993),
em que a categoria A representa articulagfes normais e E, articulagdes gravemente afetadas.

Nenhum dos animais podera estar em tratamento com qualquer tipo de analgésico
(AINE ou corticosteroides), tampouco submetido a terapias alternativas, como fisioterapia e
acupuntura, a partir de 8 semanas que antecederem o estudo. N&o serdo incluidos os cées que
apresentarem grave incapacidade de locomocdo, transtorno musculoesquelético coexistente,
ou o0s que possuam alteracbes gastrointestinais, hepética, do trato biliar, renal, doenca
neuroldgica ou terminal. N&o serdo incluidas, ainda, fémeas gestantes ou amamentando,
tampouco os animais que tenham sensibilidade conhecida a qualquer medicamento do estudo.

Sera realizado um estudo duplo-cego, controlado, em que 0s cdes serao
distribuidos aleatoriamente com o auxilio de um software (https://www.randomizer.org/).

Para a atribuicdo do tratamento, os cdes receberdo nimeros consecutivos com
base na ordem de inclusdo no estudo. Apés a inclusdo, o assistente de pesquisa entregara o
tratamento para o tutor de cada paciente conforme os nimeros atribuidos.

Serdo formados dois grupos: grupo 1 (n=10; controle), vinculado ao tratamento
com meloxicam, administrado a cada 24 horas, a dose de 0,2 mg/kg no primeiro dia, reduzida

a 0,1 mg/kg nos 5 dias seguintes, e também o0s condroprotetores sulfato de condroitina e
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glucosamina durante 60 dias (cdes de 5 a 19,9 kg: 950 mg de glucosamina e 700 mg de
condroitina; de 20 a 40 kg: 1.425 mg de glucosamina e 1.050 mg de condroitina; e cdes com
mais de 40 kg: 1.900mg de glucosamina e 1.400 mg de condroitina); e grupo 2 (n=10),
vinculado ao mesmo tratamento prescrito acima, associado ao adjuvante curcumina, na
dosagem de 25mg/kg, uma vez ao dia, durante 60 dias, por via oral. Todos os medicamentos e
nutracéuticos usados neste estudo serdo fornecidos pela empresa patrocinadora Drogavet.

Os tutores deverdo manter o protocolo de tratamento por 60 dias, de conformidade
com os grupos descritos. Os caes serdo reavaliados no 30° e 60° dia. Qualquer evento adverso
sera registrado e corrigido durante o estudo.

Os pacientes serdo avaliados no periodo de pré-tratamento e ap6s 30 e 60 dias de
seu inicio, mediante coleta de amostra de sangue por venopuncdo, usando sistema a vacuo,
com agulha 21G de 2 ml em tubo de &cido etilenodiaminotetracético dipotassico (EDTA K2).
As amostras de sangue serdo encaminhadas ao Laboratério de Patologia Clinica (LAPAC) do
Hospital Veterinario Unisul. Entdo, serdo centrifugadas (1120 x g por 10 minutos) para
obtencdo do soro, que serd armazenado em microtubos a -30°C e encaminhado para o
Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), em
que o dano oxidativo serd determinado através do leitor de microplaca multimodo
(Spectramax M5, Molecular Devices Inc., CA, USA).

O dano oxidativo aos lipidios sera quantificado pela determinacdo dos niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (DRAPER et. al., 1990). Brevemente,
as amostras serdo homogeneizadas em tampédo fosfato e desproteinizadas com 4cido
tricloroacetico 10%. A reacdo ocorrerd ao se adicionar &cido tiobarbitdrico 0,67%,
aquecendo-se a 100 °C por 15 min. A absorbancia serd realizada a 532 nm em
espectrofotbmetro utilizando-se 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrdo externo. Os
resultados serdo expressos em nmol de malondialdeido equivalente por mg de proteina.

O dano oxidativo as proteinas sera quantificado pela determinagdo dos niveis de
grupos carbonilas, através da reacdo com dinitrofenilhidrazina (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
EUA) (LEVINE et. al., 1990). Brevemente, as proteinas serdo precipitadas com &cido
tricloroacetico 20% e redissolvidas em dinitrofenilhidrazina. A absorbancia sera realizada a
370 nm em espectrofotdmetro. Os resultados serdo expressos em nmol/mg de proteina. A
concentracdo de nitrito/nitrato, metabdlito estavel do NO, serd determinada pela reacdo de
Griess (GREEN et. al., 1982). A reacdo sera realizada pela adicdo do reagente de Griess
(0,1% naphthylethylendiamide dihydrochloride e 1% sulfanilamida, proporc¢do 1:1) e cloreto
de Vanadium (I1) a amostra previamente homogeneizada em tampé&o fosfato. Apds 1h de
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incubagdo em temperatura ambiente ao abrigo da luz, a absorbancia sera realizada a 550 nm
em espectrofotdmetro. Os resultados serdo expressos em nmol/mg de proteina. A
quantificacdo de proteinas totais sera realizada para normalizacdo das dosagens realizadas. O
método utilizado sera o proposto por Lowry et al., que utiliza albumina bovina sérica como
padrdo (LOWRY et. al., 1951). A absorbancia seré realizada a 700 nm. Os resultados serdo

expressos em mg de protel’nas.

3.2 MATERIAIS E METODOS REALIZADOS

Por limitacGes de tempo e nimero reduzido de participantes, formou-se apenas
um grupo (n=4), de cdes de grande porte, vinculado ao tratamento com os condroprotetores
sulfato de condroitina e glucosamina durante 10 dias (cdes de 5 a 19,9 kg: 950 mg de
glucosamina e 700 mg de condroitina; de 20 a 40 kg: 1.425 mg de glucosamina e 1.050 mg de
condroitina; e cdes com mais de 40 kg: 1.900mg de glucosamina e 1.400 mg de condroitina)
em associa¢do com o adjuvante curcumina, na dosagem de 25mg/kg, uma vez ao dia, durante
10 dias, por via oral e administrados pelos tutores em suas residéncias, apos a alimentacao dos
caes.

Foi realizado hemograma e avaliacdo da funcdo renal e hepatica no periodo de
pré-tratamento e ap6s 10 dias de seu inicio, mediante coleta de amostra de sangue por
venopungdo, usando sistema a vacuo, com agulha 21G de 2 ml em tubo de &cido
etilenodiaminotetracético dipotassico (EDTA Kj) e 3 ml em tubo com ativador de coagulo. As
amostras de sangue foram encaminhadas ao Laboratdrio de Patologia Clinica (LAPAC) do
Hospital Veterinario Unisul. As amostras foram centrifugadas (1120 x g por 10 minutos) para
obtengcdo do soro, que foi armazenado em microtubos a -30°C e encaminhado para o
Laboratdrio de Neurobiologia de Processos Inflamatérios e Metabdlicos — Neuroimet.

O dano oxidativo aos lipidios foi quantificado pela determinacdo dos niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (DRAPER et. al., 1990). Brevemente,
as amostras foram homogeneizadas em tampdo fosfato e desproteinizadas com acido
tricloroacetico 10%. A reacdo ocorreu ao se adicionar acido tiobarbitdrico 0,67%, aquecendo-
se a 100 °C por 15 min. A absorbancia foi realizada a 532 nm em espectrofotometro
(NOVA1103, Novainstruments) utilizando-se 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padréo
externo. Os resultados foram expressos em nmol de malondialdeido equivalente por mg de

proteina.
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3.3 ANALISE ESTATISTICA

A média do dano oxidativo aos lipidios e os registros de eritrograma, leucograma
e bioquimico foram comparados entre os grupos. Para tanto, adotou-se o procedimento
estatistico Wilcoxon, considerando-se como diferenca significativa valor-p < 0,05 (ou seja,
nivel de significancia a = 0,05), obtido com o auxilio da ferramenta (software) GraphPad
Prism 7.03 for Windows.
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4 RESULTADOS

Os resultados serdo apresentados e discutidos na forma de artigo cientifico,

estruturado de acordo com as normas da revista Veterinary Record (ANEXO 1).
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Resumo

A osteoartrite (OA) é considerada uma doenca sem cura, dada a inexisténcia de
agentes terapéuticos capazes de restabelecer a articulacdo em seu aspecto fisioldgico. Por
outro lado, sabe-se que a curcumina apresenta acdo anti-inflamatéria e antioxidante, atuando,
sobretudo, na reducdo do processo inflamatdrio e no combate as espécies reativas de oxigénio.
A pesquisa foi desenvolvida no sentido de avaliar o efeito da curcumina sobre os marcadores
de dano oxidativo aos lipidios. O estudo foi realizado no Hospital Veterindrio Unisul com a
participacdo de 4 cdes, todos com idade superior a 9 anos, diagnosticados com osteoartrite
secundaria a displasia coxofemoral, avaliados durante dez dias. O delineamento experimental
foi uniforme, e o tratamento consistiu na administracdo dos condroprotetores sulfato de
condroitina e glucosamina em associa¢do com o adjuvante curcumina. Procedeu-se a coleta de
sangue antes e depois, com vistas & anélise do dano oxidativo aos lipidios e determinacéo de
pardmetros hematoldgicos, fungéo renal e hepatica. A medida de evidéncia da amostra (valor-
p) foi superior ao nivel de significancia definido para o estudo (o = 0,05), mas houve reducdo
do dano em 75% dos individuos, atribuivel ao efeito antioxidante da curcumina nos

condraocitos e citocinas.

Palavras-chave: dano oxidativo, inflamacdo, espécies reativas de oxigénio, nutracéuticos,

Curcuma longa L.
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Abstract

Osteoarthritis (OA) is considered an incurable disease, due to the fact that, at
present, there are not any effective therapeutic agents for repairing joint integrity.
Nonetheless, it is known that curcumin has anti-inflammatory and antioxidant properties,
thereby reducing inflammation and reactive oxygen species levels. The purpose of the
research was to evaluate the curcumin’s effect on markers of lipid oxidative damage. This
study was performed at the Unisul Veterinary Hospital (HVU, from the acronym in
Portuguese), involving 4 large dogs (three of them females), all older than 9 years, diagnosed
with osteoarthritis secondary to hip dysplasia, which were treated for ten successive days. The
experiment conduction was uniform, and the treatment consisted of a combined
administration of chondroprotectives agents (chondroitin sulfate and glucosamine) and
curcumin as adjuvant. Blood was collected before and after the treatment, in order to analyze
the oxidative damage to lipids, and determine hematological parameters, with liver and renal
function profiles. The adopted measure of evidence (p-value) was greater than the
significance level defined for this study (o = 0.05), although there was a reduction in the
oxidative damage in 75% of sample members, which can be attributed to the curcumin’s

antioxidant effect on chondrocytes and cytokines.

Keywords: oxidative damage, inflammation, reactive oxygen species, nutraceuticals,

Curcuma longa L.

Introducéo

O reconhecimento da OA como doenca autdbnoma deu-se no final do século
XVIII, classificando-se atualmente como uma enfermidade musculoesquelética degenerativa,
inflamatdria e crbnica, que se manifesta de forma progressiva e lenta. Apresenta-se
clinicamente pela presenca de claudicagédo, incapacidade funcional, crepitacdo, rigidez
articular, atrofia muscular e dor (Malfait & Schnitzer 2013, Ramirez-Flores and others 2017).

Até 0 momento, ndo ha cura conhecida para a OA, existindo apenas tratamentos
paliativos, de forma medicamentosa — ou com a administragdo de nutracéuticos —, e de forma
ndo farmacéutica, através da perda de peso, fisioterapia, tratamento cirdrgico e,

alternativamente, acupuntura (Comblain and others 2015, Bhathal and others 2017).



Nutracéuticos sdo alimentos ou ingredientes alimentares que possuem agéo
farmacoldgica. O vocabulo deriva da aglutinacdo das palavras “nutri¢do” e “farmacéutico”.
Por disposicéo legal, ndo podem apresentar risco de toxicidade ou efeitos adversos (Codevilla
and others 2015, Comblain and others 2015, Barrouim-Melo and others 2016, Bhathal and
others 2017).

Destaca-se como exemplo de nutracéutico a curcumina, pigmento isolado a partir
da Curcuma longa L., planta pertencente a familia das Zingiberaceae, em que se inclui
também o gengibre. A estrutura da planta utilizada tanto na culindria como na medicina é o
rizoma, de onde se extrai a curcumina, o principal composto ativo da planta (Peres and others
2015, Marchi and others 2016, Marmitt and others 2016, Silva and others 2016).

A curcumina exerce influéncia sobre diversas etapas do processo inflamatério. Por
exemplo, inibe fatores de transcri¢cdo, como o Fator Nuclear Kappa B (NF-kxB) e o Ativador
de proteina 1 (AP-1), que desempenham papeéis importantes no inicio do processo da resposta
inflamatdria (Collino 2014, Peres and others 2015, Sueth-Santiago and others 2015). Outra
acdo da curcumina é sobre a inibicdo da cascata do acido araquidénico (cascata da
inflamagdo). A curcumina constitui-se em Obice & cascata em virtude da inibigdo da
transcricdo das enzimas COX-2 e LOX-5 (Muri and others 2009, Collino 2014, Peres and
others 2015, Marchi and others 2016).

Além de atuar como substancia anti-inflamatéria, a curcumina age também como
antioxidante natural. Essa propriedade especifica advém de sua capacidade em quelar ions
metalicos e sequestrar espécies reativas de oxigénio (ROS). O aumento nos niveis de ROS
decorre do desequilibrio dos sistemas oxidante e antioxidante do organismo, favorecendo o
aparecimento de lesdes nas membranas celulares e, mais tardiamente, no DNA celular
(Antunes and others 2008, Barrouin-Melo and others 2016).

A acdo antioxidante da curcumina compreende, além da doacdo de elétrons que
culmina na estabilizacdo das ROS, o controle da prépria formacdo dos radicais livres,
contribuindo para a diminuicdo da probabilidade de danos oxidativos as células (Collino
2014, Sueth-Santiago and others 2015).

Considerando a relevancia desses atributos, esta pesquisa buscou aferir a eficacia
da curcumina como adjuvante no tratamento de cdes com osteoartrite mediante a avaliagéo

dos parametros de estresse oxidativo aos lipidios, eritrogama, leucograma e bioquimico.



Materiais e métodos

O estudo foi realizado no Hospital Veterinario Unisul, na Universidade do Sul de
Santa Catarina, na unidade de Tubardo, Santa Catarina, sob consentimento por escrito dos
tutores dos cées, bem como autorizagido da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA),
requerida sob o protocolo n.° 17.019.5.05.1V.

Participaram da pesquisa 4 cdes com diagnostico de osteoartrite secundaria a
displasia coxofemoral, acima de 18 meses de idade, sem restricdes quanto a raca, Sexo ou
porte do paciente. Os cdes com diagnostico de osteoartrite na articulacdo coxofemoral
apresentavam dor crénica (sinais clinicos de dor por pelo menos 3 meses), além de o tutor
haver relatado ao menos dois dos seguintes sinais clinicos associados a displasia coxofemoral:
dificuldade em levantar-se ou deitar-se, dificuldade em saltar, dificuldade em subir ou descer
escadas ou claudicacao.

O grau de displasia coxofemoral foi medido de acordo com o padréo estabelecido
pela avaliacdo das radiografias das articulacbes coxofemorais, classificado em 5 niveis, de A a
E, de acordo com a Federagdo Cinoldgica Internacional (FLUCKIGER, 1993), em que a
categoria A representa articulagfes normais e E, articulages gravemente afetadas. Apenas
cdes diagnosticados com grau C, D e E fizeram parte deste estudo.

Nenhum dos animais estava em tratamento com qualquer tipo de analgésico
(AINE ou corticosteroides), tampouco terapias alternativas, como fisioterapia e acupuntura, a
partir de 8 semanas que antecederam o estudo. N&o foram incluidos cdes que apresentaram
grave incapacidade de locomocdo, transtorno musculoesquelético coexistente, ou que
possuiam alteracBes gastrointestinais, hepatica, do trato biliar, renal, doenca neuroldgica ou
terminal. N&o foram incluidas, ainda, fémeas gestantes ou amamentando, tampouco animais
que tivessem sensibilidade conhecida a qualquer medicamento do estudo.

Formou-se um grupo (n=4), de cées de grande porte, vinculado ao tratamento com
os condroprotetores sulfato de condroitina e glucosamina durante 10 dias (cdes de 5 a 19,9 Kkg:
950 mg de glucosamina e 700 mg de condroitina; de 20 a 40 kg: 1.425 mg de glucosamina e
1.050 mg de condroitina; e cdes com mais de 40 kg: 1.900mg de glucosamina e 1.400 mg de
condroitina) em associagcdo com o adjuvante curcumina, na dosagem de 25mg/kg, uma vez ao
dia, durante 10 dias, por via oral. Os nutracéuticos utilizados neste estudo foram
administrados pelos tutores em suas residéncias, apés a alimentagdo dos cées.

Foi realizado hemograma e avaliacdo da fungdo renal e hepética no periodo de

pré-tratamento e ap6s 10 dias de seu inicio, mediante coleta de amostra de sangue por



venopunc¢do, usando sistema a vacuo, com agulha 21G de 2 ml em tubo de &cido
etilenodiaminotetracético dipotassico (EDTA Kj) e tubo com ativador de coagulo. As
amostras de sangue foram encaminhadas ao Laboratério de Patologia Clinica (LAPAC) do
Hospital Veterinario Unisul. As amostras com ativador de coagulo foram centrifugadas (1120
X g por 10 minutos) para obten¢do do soro, que foi armazenado em microtubos a -30°C e
encaminhado para o Laboratorio de Neurobiologia de Processos Inflamatorios e Metabdlicos
— Neuroimet.

O dano oxidativo aos lipidios foi quantificado pela determinacdo dos niveis de
substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) (DRAPER et. al., 1990). Brevemente,
as amostras foram homogeneizadas em tampdo fosfato e desproteinizadas com acido
tricloroécetico 10%. A reacdo ocorreu ao se adicionar acido tiobarbitarico 0,67%, aquecendo-
se a 100 °C por 15 min. A absorbancia foi realizada a 532 nm em espectrofotometro
(NOVA1103, Novainstruments) utilizando-se 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrdo
externo. Os resultados foram expressos em nmol de malondialdeido equivalente por mg de

proteina.

Analise estatistica

A média do dano oxidativo aos lipidios e os registros de eritrograma, leucograma
e bioquimico foram comparados entre os grupos. Para tanto, adotou-se o procedimento
estatistico Wilcoxon, considerando-se como diferenca significativa valor-p < 0,05 (ou seja,
nivel de significancia a = 0,05), obtido com o auxilio da ferramenta (software) GraphPad
Prism 7.03 for Windows.

Resultados

Os cdes analisados possuiam idade superior a 9 anos e peso acima de 25 kg. Aos
individuos da amostra (n=4) foram administrados, uma vez ao dia, 0s condroprotetores
glucosamina (de 1.425 a 1.900 mg) e condroitina (de 1.050 a 1.400 mg), associados ao
adjuvante curcumina, na proporcdo de 25mg/kg (a dosagem variou de 665 a 1.292 mg).
Manteve-se 0 protocolo de tratamento por 10 dias consecutivos.

A magnitude estatistica do valor-p (medida de evidéncia adotada), apurado a

partir da mediana dos valores absolutos obtidos atraves dos exames, foi a seguinte: dano



oxidativo (p < 0,18); eritrcito (<0,43); leucocito (<0,18); neutréfilo (<0,31); linfécito
(<0,18); e mondcito (<0,18). Dessa forma, ndo se verificou significancia estatistica, embora a
circunstancia possa ser atribuida ao tamanho reduzido da amostra (a tendéncia é de que
amostras pequenas produzam valores-p maiores). Isso ndo significa, no entanto, que a
pesquisa realizada ndo tenha relevancia. Em favor do estudo, constatou-se importante
tendéncia na reducdo do dano oxidativo, verificada em 75% da amostra declinio no dano

oxidativo (Gréfico 1).
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Gréfico 1. Grafico de coluna indicando declinio no dano oxidativo (pacientes 2, 3
e 4), apurado apds o tratamento de 10 dias com o adjuvante curcumina, conforme a técnica de

dano oxidativo aos lipidios.

Por sua vez, os valores de leucdcitos totais apresentavam-se dentro dos intervalos
de referéncia (6.000-17.000) em 50% (2/4) da amostra. Ap6s o tratamento (10 dias),
verificou-se leucocitose (~20.500). Um quarto da amostra (25%) apresentou aumento, embora
dentro dos intervalos de referéncia, e o ultimo quarto (25%) apresentou declinio dentro do
mesmo intervalo. Verificou-se leucocitose por neutrofilia em 50% da amostra, 0 que se atribui
a um processo inflamatorio agudo dérmico iniciado de forma independente e concomitante ao

tratamento, de natureza possivelmente infecciosa. (Gréafico 3).
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Grafico 3. Grafico de coluna indicando leucocitose em 50% da amostra

(pacientes 2 e 3). Valores apurados apés 10 dias de tratamento, por meio de leucograma.

Adiante, 75% (3/4) da amostra apresentou aumento na contagem de neutrdfilos,
sendo que 50% ja apresentava neutrofilia antes do inicio do tratamento. Apenas um individuo

(25% da amostra) apresentou declinio, porém dentro dos intervalos de referéncia (Gréfico 4).
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Grafico 4. Gréafico de coluna indicando neutrofilia em 75% da amostra. VValores

apurados apos 10 dias de tratamento, por meio de leucograma.

No que diz respeito aos linfocitos, verificou-se que 25% da amostra apresentou
decréscimo na sua contagem, porém sem extrapolar os valores de referéncia. O restante da

amostra (75%, ou trés individuos) apresentou incremento, também dentro dos valores de



referéncia. Dentre estes, todavia, um individuo (25%) apresentava linfopenia antes do inicio

do tratamento, normalizando-se ao final do estudo (Grafico 5).
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Gréfico 5. Grafico de coluna indicando leucopenia em 25% da amostra (paciente

3). Valores apurados apés 10 dias de tratamento, por meio de leucograma.

Obteve-se incremento na contagem de mondcitos em 75% da amostra, e declinio

em apenas um individuo (25%). Este, no entanto, apresentava monopenia antes do tratamento,

normalizando-se ao final do estudo (Grafico 6).
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Graéfico 6. Gréafico de coluna indicando monopenia em 25% da amostra antes do

inicio do tratamento (paciente 4), bem como aumento geral, dentro da normalidade, ao final

do estudo. Valores apurados apés 10 dias de tratamento, por meio de leucograma.



Finalmente, registra-se que ndo houve alteracBes perceptiveis nos pardmetros
bioquimicos (creatinina e ALT). Salienta-se, porém, que a analise de albumina, urindlise e

pressdo arterial poderia melhor discriminar eventuais alteracdes.

Discussao

O resultado vai ao encontro da sugestdo de diversos autores de que o efeito
antioxidante exercido pela curcumina seria mais visivel nos condrocitos e citocinas, inibindo,
por via reflexa, a formagdo de ROS (Zhang and others 2016). Essa circunstancia, por si so,
sugere um efeito positivo da curcumina na diminuicdo da progressao da doenca. Todavia, a
pesquisa ndo abrangeu o diagnostico de dor e a avaliagdo de seus respectivos parametros
(evolugéo e resposta).

Em estudos anteriores, a curcumina apresentou a¢ao positiva sobre os condrécitos,
estimulando seu metabolismo e impedindo de se tornarem apoptéticos, em grande medida
patogénese da OA, sobretudo incentivando a expressao e secrecdo de citocinas e quimiocinas
envolvidas no processo inflamatorio (Csaki and others 2009, Sueth-Santiago and others
2015).

No que diz respeito ao presente estudo, acredita-se que teria sido possivel
constatar, além da reducdo do dano oxidativo (efetivamente verificada em 75% da amostra),
elementos concretos indicando a diminuicao do préprio processo inflamatério, se o tratamento
proposto com o adjuvante curcumina e a respectiva coleta e analise dos dados tivessem se
prolongado por periodo de tempo mais significativo. Todavia, deve-se ressaltar a relevancia
dos resultados obtidos na reducdo do dano oxidativo.

As andlises laboratoriais realizadas para avaliar eritrograma, leucograma e
bioquimico — fungdo renal e funcdo hepatica — mostraram-se ainda mais importantes no
decorrer do estudo. De inicio, visavam apenas & monitoracdo e percepcdo de eventuais
alteracdes. Ao final, sustentaram o conceito da curcumina como um composto natural que néo
provoca reagdes adversas no organismo animal (Comblain and others 2015, Assumpcéo 2016,
Barrouim-Melo and others 2016).

Os mondcitos e linfécitos estdo frequentemente presentes na inflamacéo, na
medida em que s&o responsaveis pela secrecdo de citocinas, destacando-se dentre elas o fator

de necrose tumoral alfa (TNFa) e a interleucina-1p (IL-1p), que sdo as moléculas proteicas
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mais importantes no processo fisiopatologico da OA. Verificou-se que 75% da amostra
apresentou aumento nos seus valores. A monocitose é particularmente comum em cées com
inflamacGes cronicas, devido ao quadro inflamatorio persistente, que estimula a formacao de
ROS e a producao de citocinas (Ciarlini 2004, Thrall and others 2007, Laurino 2009, Barbosa
2013). Contudo, h& referéncia na literatura a respeito de possivel a¢do inibitéria da curcumina
sobre o recrutamento de leucdcitos, de forma a impedir a secre¢do de TNFa e IL-1p (Fattori
and others 2015). Neste estudo, porém, talvez em razdo do reduzido tempo de tratamento,
obtiveram-se resultados distintos neste aspecto. Salienta-se, no entanto, que 50% da amostra
apresentou, no periodo de realizagdo da pesquisa, processo inflamatério agudo dérmico, de
natureza possivelmente infecciosa — portanto, ndo relacionada ao tratamento conduzido —, o
que pode explicar a discrepancia verificada.

Por fim, a circunstancia de 50% da amostra ter apresentado neutrofilia, antes
mesmo de iniciado o tratamento, deve-se provavelmente a secrecao de citocinas que se segue
ao quadro inflamatdrio gerado pela OA, estimulando a liberacdo dos neutrofilos para a

corrente sanguinea (Laurino 2009).

Concluséao

Dadas as condicionantes do estudo, sobretudo as limitagdes relacionadas ao tempo
de tratamento, ndo se pdde evidenciar maior reducdo do dano aos lipidios. Apesar disso, 0s
dados coletados indicaram efeito positivo sobre os marcadores de estresse oxidativo e
melhora nos pardmetros eritrocitarios e leucocitarios.

A mudanca positiva da resposta imunoldgica, verificada em mais de um aspecto,
pode ser resultado do efeito antioxidante da curcumina sobre os condrdcitos e citocinas.
Contudo, certas caracteristicas de sua interacdo com os linfdcitos e com o sistema imune em
geral ainda precisam ser investigadas.

Acredita-se que o elastecimento do intervalo de estudo deva proporcionar
resultados ainda mais relevantes do ponto de vista cientifico. A pesquisa também teve como
limitacdo o numero reduzido de participantes, circunstancia que pode ser atribuida a diversos
constrangimentos, como acesso a pacientes, critérios de inclusdo, entre outros.

E possivel afirmar, no entanto, que o estudo teve relevancia, embora ndo traduzida
em significancia estatistica. De todo modo, recomenda-se a ampliagdo da amostra em

pesquisas futuras, de forma a viabilizar a obtencdo de resultados estatisticamente expressivos.



11
Referéncias

ANTUNES, M.V., LAZZARETT]I, C., GAMARO, G.D. & LINDEN, R. (2008) Estudo pré-
analitico e de validacédo para determinacdo de malondialdeido em plasma humano por
cromatografia liquida de alta eficiéncia, ap6s derivatizacdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina.
Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas 44, 279-287.

ARAUJO, E.S., GARCIA, R.S., DAMBROS, B., PIENIZ, S., SCHNEIDER, A. & ABIB,
R.T. (2016) Impacto da suplementacédo de vitamina C sobre niveis de peroxidac&o lipidica e
glutationa reduzida em tecido hepatico de camundongos com imunossupressao induzida por
ciclofosfamida. Revista de Nutri¢do 29, 579-587.

ASSUMPCAO, A.E. (2016) Desenvolvimento de formulago fitoterapica com extrato de
alcachofra (Cynara scolymus) e batata yacon (Smallanthus sonchifolius) e atividade lipémica
em cées obesos. 109 f. Dissertacdo (Mestrado) — PPG Ciéncia da Saude, Universidade do Sul
de Santa Catarina, Tubar&o.

BARBOSA, K.B.F., COSTA, N.M.B., ALFENAS, R.C.G., DE PAULA, S.O., MINIM,
V.P.R. & BRESSAN, J. (2010) Oxidative stress: concept, implications and modulating
factors. Revista de Nutricdo 23, 629-643.

BARBOSA, V.S. (2013) Estudo da heterogeneidade de mondcitos de cées infectados ou ndo
por leishmania infantum. 73 f. Tese (Doutorado) - Curso de Medicina Veterinaria,
Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte.

BARROUIN-MELO, S.M., ANTURANIEMI, J., SANKARI, S., GRIINARI, M., ATROSHI,
F., OUNJAIJEAN, S. & HIELM-BJORKMAN, A.K. (2016) Evaluating oxidative stress,
serological- and haematological status of dogs suffering from osteoarthritis, after
supplementing their diet with fish or corn oil. Lipids In Health And Disease 15, 1-16.

BHATHAL, A., SPRYSZAK, M., LOUIZOS, C. & FRANKEL, G. (2017) Glucosamine and
chondroitin use in canines for osteoarthritis: A review. Open Veterinary Journal 7, 36-49.

CIARLINI, P.C., PATRICIO, R.F., COUTO, R. & BONELLO, F.L. (2004) Efeito da vacina
polivalente sobre o leucograma e o metabolismo oxidativo dos neutréfilos em cées. Arquivos
do Instituto Bioldgico 71, 323-327.

CODEVILLA, C.F. Incorporation of curcumin into nanostructured systems: A review.
Ciéncia e Natura 37, 152-163.

COLLINO, L. (2014) Curcumina: de Especiaria a Nutracéutico. 88 f. TCC (Graduag&o) -
Curso de Farmacia-bioquimica, Universidade Estadual Paulista, Araraquara.

COLITTI, M., GASPARDO, B., DELLA, P.A., SCAINI, C. & STEFANON, B. (2012)
Transcriptome modification of white blood cells after dietary administration of curcumin and
non-steroidal anti-inflammatory drug in osteoarthritic affected dogs. Veterinary Immunology
Immunopathol 147, 46-136.



12

COMBLAIN, F., SERISIER, S., BARTHELEMY ., BALLIGAND, M. & HENROTIN, Y.
(2015) Review of dietary supplements for the management of osteoarthritis in dogs in studies
from 2004 to 2014. Journal Of Veterinary Pharmacology And Therapeutics 39, 1-15.

CSAKI, C., MOBASHERI, A. & SHAKIBAEI, M. (2009) Synergistic chondroprotective
effects of curcumin and resveratrol in human articular chondrocytes: inhibition of I1L-1p-
induced NF-kB-mediated inflammation and apoptosis. Arthritis Research & Therapy 11, 1-
17.

FATTORI, V., RIBEIRO, F.A.P., BORGHI, S.M., ALVES-FILHO, J.C., CUNHA, T.M.,
CUNHA, F.Q. & VERRI, W.A. (2015) Curcumin inhibits superoxide anion-induced pain-like
behavior and leukocyte recruitment by increasing Nrf2 expression and reducing NF-«xB
activation. Inflammation Research 64, 993-1003.

LAURINO, F. (2009) Alteractes hematoldgicas em cées e gatos sob estresse. 18 f. TCC
(Graduacdo) - Curso de Medicina Veterinaria, Universidade Julio de Mesquita Filho,
Botucatu.

MALFAIT, A. & SCHNITZER, T. J. (2013) Towards a mechanism-based approach to pain
management in osteoarthritis. Nature Reviews Rheumatology 9, 654-664.

MARCHI, J.P., TEDESCO, L., MELO, A.C., FRASSON, A.C., FRANCA, V.F., SATO,
S.W. & LOVATO, E.C.W. (2016) Curcuma longa L., 0 acafrdo da terra, e seus beneficios
medicinais. Arquivo de Ciéncia da Saude UNIPAR 20, 189-194.

MARMITT, D.J., REMPEL, C., GOETTERT, M.l. & SILVA, A.C. (2016) Analise da
producdo cientifica do Curcuma longa L. (acafrdo) em trés bases de dados apos a criacdo da
RENISUS. Revista Pan-amaz6nica de Saude 7, 71-77.

MURI, E.M.F., SPOSITO, M.M.M. & METSAVAHT, L. (2009) Nonsteroidal
antiinflammatory drugs and their local pharmacology. Revista Acta Fisiatrica 16, 186-190.

PERES, A.S., VARGAS, E.G.A. & SOUZA, V.R.S. (2015) Propriedades funcionais da
cdrcuma na suplementacdo nutricional. Revista interdisciplinar Pensamento Cientifico —
REINPEC 1, 218-229.

RAMIREZ-FLORES, G.I., ANGEL-CARAZA, J.D., QUIJANO-HERNANDEZ, A,
HULSE, D.A., BEALE, B.S. & VICTORIA-MORA, J.M. (2017) Correlation between
osteoarthritic changes in the stifle joint in dogs and the results of orthopedic, radiographic,
ultrasonographic and arthroscopic examinations. Veterinary Research Communications 41,
129-137.

SILVA, M.C., NASCIMENTO, I., RIBEIRO, V.C. & FOOK, M.V.L. (2016) Evaluation of
the obtaining method of chitosan/ curcumin scaffolds on the structure, morphology and
thermal properties. Revista Matéria 21, 560-568.

SUETH-SANTIAGO, V., MENDES-SILVA, G.P., DECOTE-RICARDO, D. & LIMA,
M.E.F. (2015) Curcumin, the golden powder from turmeric: insights into chemical and
biological activities. Quimica Nova 38, 538-552.



THRALL, M.A., BAKER, D.C., CAMPBELL, T.W., DENICOLA, D., FETTMAN, M.J.,
LASSEN, E.D., REBAR, A. & WEISER, G. (2007) Hematologia e bioquimica clinica
veterinaria. Sdo Paulo: Roca. 582 p.

ZHANG, Z., LEONG, D., XU, L., HE, Z.,, WANG, A., NAVATI, M., KIM, S.J., HIRSH,
D.M., HARDIN, J.A., COBELLI, N.J.,, FRIEDMAN, J.M. & SUN, H.B. (2016) Curcumin
slows osteoarthritis progression and relieves osteoarthritis-associated pain symptoms in a
post-traumatic osteoarthritis mouse model. Arthritis Research & Therapy 18, 1-12.

ZIMMERMANN, A.M.; KIRSTEN, V.R. (2008) Alimentos com fungdo antioxidante em
doencas crénicas: Uma abordagem clinica. Disciplinarum Scientia 9, 51-68.

13



46

6 CONSIDERACOES FINAIS

Dadas as condicionantes do estudo, sobretudo as limitagdes relacionadas ao tempo
de tratamento, ndo se pdde evidenciar maior reducdo do dano aos lipidios. Apesar disso, 0s
dados coletados indicaram efeito positivo sobre os marcadores de estresse oxidativo e
melhora nos pardmetros hematologicos e leucocitarios.

A mudanca positiva da resposta imunologica, verificada em mais de um aspecto,
pode ser resultado do efeito antioxidante da curcumina sobre os condrdcitos e citocinas.
Contudo, certas caracteristicas de sua interacdo com os linfocitos e com o sistema imune em
geral ainda precisam ser investigadas.

E possivel afirmar, no entanto, que o estudo teve relevancia, embora no traduzida
em significancia estatistica. De todo modo, recomenda-se a ampliacdo da amostra em

pesquisas futuras, de forma a viabilizar a obtencao de resultados estatisticamente expressivos.
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ANEXO 1 — Normas da revista Veterinary Records

Research papers should include a title of not more than 15 words; the names,
qualifications and addresses of each author; an e-mail address for the corresponding author;
and an abstract of not more than 200 words covering the methods and results of the study.
They should be set out in the following sections: abstract, introduction, materials and
methods, results, discussion, acknowledgements, references. Clinical papers should follow a
similar overall arrangement, modified appropriately. The text should be as concise as
possible; the length should not exceed 4000 words. The word count excludes the title, author
details, abstract, tables, figure legends, acknowledgements and references. After a manuscript
has been revised, authors will be asked to submit both a ‘marked copy’ with changes tracked
in Word and a ‘clean’ copy with no tracked changes. On acceptance, a one-page summary of

the article will be requested and must be provided before the paper is published online [...].
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ANEXO 2 — Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da pesquisa: A eficacia da curcumina como adjuvante no tratamento de
cdes com osteoartrite secundéria a displasia coxofemoral mediante avaliacdo clinica dos
pacientes e analise laboratorial dos marcadores de estresse oxidativo.

Orientadora: Débora Maria Marques Callado de Oliveira, Ma.

Nome do(s) pesquisadores assistentes/alunos: Alexandra Adam e Helaine
Claudino

Justificativa: A osteoartrite € uma doenca de evolucdo progressiva que acomete
com frequéncia a espécie canina. Trata-se de uma doenca sem cura conhecida, dada a
inexisténcia de agentes terapéuticos capazes de restabelecer a articulacdo em seu aspecto
fisioldgico. Sabe-se que a curcumina possui acdo anti-inflamatoria e antioxidante, além de
outras propriedades e usos, tornando-a uma boa opc¢do para ser utilizada terapeuticamente.
Estudos recentes indicam que a sua atuacdo se da, sobretudo, na reducdo do processo
inflamatorio e das espécies reativas de oxigénio — que, em niveis elevados, sdo prejudiciais as
células. A curcumina é um composto natural de origem vegetal, sem registro de efeitos
deletérios ao organismo animal. Espera-se que, com a utilizacdo continua da curcumina pela
via oral, os pacientes caninos apresentem melhora na qualidade de vida, tendo em vista o seu
potencial papel na diminuicdo da progressdo da doenga, atuando, principalmente, como fator
redutor da inflamacdo articular.

Objetivo geral: Avaliar os parametros de estresse oxidativo no sangue, bem
como os sinais clinicos ortopédicos — e sua percepcdo pelo tutor — decorrentes do uso da
curcumina como adjuvante terapéutico no tratamento da osteoartrite secundaria a displasia
coxofemoral canina.

Procedimento: Este estudo sera realizado no Hospital Veterinario Unisul, sob
consentimento por escrito dos tutores dos cies e autoriza¢do da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) e Comissdo de Etica em Pesquisa (CEP).

Apbs enquadrar-se nos critérios de inclusdo da pesquisa, serdo coletados dados do
paciente como idade, raca, sexo e peso. Sera realizada a avaliacdo ortopédica por um unico
médico veterinario especializado em ortopedia, profa. Ma. Débora Maria M. Callado de
Oliveira, que registrara os dados usando um sistema de pontuagdo ordinal, que inclui dor a

palpacdo da articulagdo coxofemoral, grau de claudicacdo (mancar), capacidade de saltar e
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capacidade de subir rampa, conforme descrito por Hielm-Bjorkman et al., nos dias zero (dia
da consulta), 15, 30 e 60 dias apds o inicio do tratamento.

Serdo coletadas 4 amostras de sangue para quantificar o dano oxidativo, além de
avaliar o hemograma e os parametros de funcionalidade renal e hepatica nos dias zero (dia da
consulta), 15, 30 e 60 dias ap6s o inicio do tratamento.

Ainda, serdo realizados 3 exames radiograficos para confirmar e avaliar a
osteoartrite associada a displasia coxofemoral, nos dias zero (dia da consulta), 30 e 60 dias
apos o inicio do tratamento. Para o adequado posicionamento radiografico e evitar que o
animal sinta dor durante o exame, os cées serdo sedados com 0,004 mg/kg de nilperidol
intramuscular. Em casos de sedacdo insuficiente, sera administrado o anestésico propofol
intravenoso durante o exame radiogréafico.

Cada céo participante deste estudo recebera os medicamentos e nutracéuticos
manipulados referentes ao seu peso, a serem administrados diariamente pelos seus tutores em
suas residéncias, pela via oral, conforme prescrito na receita pelo médico veterinario
responsavel para o tratamento da displasia coxofemoral durante 60 dias.

Ao final do tratamento, o tutor sera convidado a preencher um questionario

99 13

simples, avaliando a resposta de seu cdo ao tratamento realizado em “muito pior”, “pior”,
“nenhuma mudanc¢a”, “melhor” ou “muito melhor”.

A consulta ortopédica, assim como o primeiro exame de sangue (perfil 1), o
primeiro exame radiografico (de pelve) e a sedacéo, serdo cobrados do tutor do cdo como de
rotina. O tutor ficara isento do pagamento dos retornos para reavaliacdo clinica em 15, 30 e 60
dias, do segundo, terceiro e quarto exame de sangue, assim como do segundo e terceiro exame
radiografico aos 30 e 60 dias apds o inicio do tratamento e das avaliacbes laboratoriais do
dano oxidativo das amostras de sangue coletadas. Também receberdo gratuitamente os
medicamentos e nutracéuticos manipulados pela empresa Drogavet (farmécia de manipulacéo
veterinéria) para o tratamento da displasia coxofemoral, receitados pelo médico veterinario

responsavel pela pesquisa, durante 60 dias.

Agradecemos sua contribuigdo para o desenvolvimento desta atividade de
pesquisa e colocamo-nos a disposicdo para esclarecimentos adicionais através dos telefones
(48) 99638-2888 profa Debora / (48) 99839-1514 Alexandra / (48) 99668-8662 Helaine.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, )
responsavel pelo céo , fui informado(a), de forma clara e

detalhada, sobre os procedimentos a serem realizados em meu céo, custos e objetivos e
concordo em participar da pesquisa intitulada “A eficacia da curcumina como adjuvante no
tratamento de cdes com osteoartrite secundaria a displasia coxofemoral mediante avaliacéo
clinica dos pacientes e anélise laboratorial dos marcadores de estresse oxidativo™, que sera
realizada no Hospital Veterinario da UNISUL, sob responsabilidade da pesquisadora profa.
Débora Maria M. Callado de Oliveira, Ma. Também dou minha permissdo para 0 uso de
fotografias e dados obtidos durante a pesquisa. Todas as minhas dividas foram respondidas

com clareza e sei que poderei solicitar novos esclarecimentos a qualquer momento.

Tubarao, de de 2017.

Assinatura do tutor do cdo

Prof® Responsavel

Débora Maria Marques Callado de Oliveira, Ma.

Aluna responsavel



