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Resumo: A osteoatrose é uma afeccdo de intensa abrangéncia na area pet. O tratamento dessa enfermidade é multifatorial e
pode incluir o uso de nutracéuticos. Uma estratégia que tem sido usada para avaliar a eficacia de produtos tem sido os testes
in vitro. No presente estudo, os mediadores inflamatérios articulares (IL17A e IL6) foram avaliados em cultivo de células
induzidas a se diferenciarem em condrdcitos quando em contato com o nutracéutico testado. As citocinas pro-inflamatorias
foram dosadas por espectrofotometria com kits comerciais e apresentaram diminuicdo quando em contato com o produto.
IL17A éum importante marcador em processos inflamatdrios articulares e regula a I L6, citocinatambém atuante no processo
de degradagdo articular. Os niveis aumentados de IL17A e IL6 induzem uma infinidade de fatores que contribuem para a
degradacéo da cartilagem articular e erosdo do 0sso subjacente; a diminuicdo dessas citocinas causada pelo produto é um
resultado que pode significar a ag8o anti-inflamatéria articular. Dessa forma, o presente estudo mostrou a eficacia anti-
inflamatdriain vitro do nutracéutico em cultivo de células.
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INVITRO EVALUATION OF INFLAMMATORY MEDIATORSWITH THE USE OF
NUTRACEUTICALSFOR DOGS JOINTS

Abstract: Osteoarthritisis a disease of intense incidence in the pet area. The treatment of this disease is multifactorial and
may include the use of nutraceuticals. One strategy that has been used to evaluate the effectiveness of products has been in
vitro tests. In the present study, joint inflammatory mediators (IL17A and IL6) were evaluated in culture of cellsinduced to
differentiate into chondrocytes when in contact with the nutraceutical. Pro-inflammatory cytokines were measured by
spectrophotometry with commercial kits and showed a decrease when in contact with the product. IL17A is an important
marker in joint inflammatory processes and regulates L6, a cytokine also active in the process of joint degradation. Increased
levels of IL17A and IL6 induce a myriad of factors that contribute to articular cartilage degradation and underlying bone
erosion; the decrease in these cytokines caused by the product is a result that could mean joint anti-inflammatory action.
Thus, the present study showed the in vitro anti-inflammatory efficacy of the nutraceutical in cell culture.
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Introducgdo: A osteoartrose € uma doenca caracterizada pela degeneracéo progressiva e remodelacéo das articulagfes
sinoviais causando dor e claudicagdo (Alam et al., 2011). Ap6s a identificacdo da doenca existem diferentes abordagens que
podem ser utilizadas para o tratamento, uma delas € o uso de estratégias ndo farmacol 6gicas entre elas, o0 uso de suplementos
dietéticos, os nutracéuticos, que contém diversos ingredientes naturais. A membrana da casca do ovo (NEM®) é uma fonte
natural de componentes imunomoduladores e a aplicacdo desse suplemento em conjunto com outros auxiliares no tratamento
parafuncdo articular em cées tem sido estudada (K. Ruff et al., 2016). Com base nisso, esse trabalho se propds avaiar a agdo
in vitro de um nutracéutico (MOVE® da Pearson Salide Animal) que tem como principio ativo o NEM®, além de colageno
tipo 11 e bisglicinato de manganés sobre células-tronco mesenquimais de cdes. As andlises envolveram a dosagem de citocinas
envolvidas no processo inflamatorio articular.

Material e M étodos: O estudo foi realizado com o cultivo de células-tronco mesenquimais caninas, as quais foram induzidas
a diferenciagdo em tecido cartilaginoso. As células foram descongeladas e cultivadas em meio de cultivo DMEM-Low
Glucose (Dulbecco's Modified Eagle Medium) — suplementado com antibi6tico/antimicético e soro fetal bovino (SFB) em
placas de 12 pogos. Ap6s 48 horas do cultivo, o meio foi trocado por meio composto por 10% de meio de diferenciagdo +
90% de meio de cultivo com 0,1% do nutracéutico. A troca do meio foi realizada a cada 2-3 dias até que as células se
diferenciassem. Apo6s 23 dias em cultivo com 0 meio de indugdo a diferenciagéo e o produto, as células se diferenciaram em
células do tecido cartilaginoso. O sobrenadante do cultivo celular foi coletado e congelado para posterior dosagem de
citocinas. Dessa forma, durante o processo de transformagédo das células-tronco em condrécitos, foi feito o tratamento delas
com o nutracéutico, seguido de coleta do sobrenadante do cultivo celular e dosagem de citocinas inflamatorias (IL17A e IL6).
Os marcadores de inflamagéo IL17A e IL6 foram dosados utilizando kits comerciais por espectrofotometria, os valores foram
dispostos em tabela e foi feita a comparacdo entre as dosagens obtidas com e sem o produto em meio de cultivo. Os valores
foram analisados pelo teste T de Student com significancia de 0,05% usando o programa estatistico GraphPad Prism® 7.04.

Resultado e Discussdo: Foi possivel observar que o nutracéutico causou a diminuicéo da citocina IL17A que é um
importante marcador em processos inflamatorios articulares (Figura 1).A IL17A é conhecida por promover a regulacao
positiva dos niveis de Oxido nitrico (NO) na cartilagem. Quando os niveis de NO aumentam, pode ocorrer destrui¢éo da
matriz extracelular e danos aos condrécitos, o que consequentemente contribui para uma reducgéo global da funcéo articular.
Esses niveis aumentados de IL-17A induzem uma infinidade de fatores que contribuem para a degradacéo da cartilagem
articular e erosdo do 0sso subjacente. Ainda, ainterleucina-17A regula positivamente o 6xido nitrico (NO) na cartilagem
osteoartritica e o aumento dos niveis de NO podem levar a destrui¢ao da matriz extracelular e danos aos condrdcitos,
contribuindo para areducdo global dafuncdo articular. Ainda, ainterleucina-17A atua aumentando os efeitos destrutivos da



IL-1beta e fator de necrose tumoral alfa (TNF-alpha) na cartilagem, sinévia e menisco.A interleucina-17A regulaalL-6, que
uma potente mediadora de inflamag&o nas articulagbes, sendo conhecida por contribuir para a degradacdo global da
cartilagem nos processos de artrites. No presente estudo, foi observada uma diminui¢do nos niveis de IL6 (Figura 1)
conforme esperado, ja que essa citocina € regulada pela IL17A. Esse resultado reforca o possivel papel anti-inflamatério do
nutracéutico, jaque alL6 éresponsavel por atuar na degradacdo da cartilagem e erosdo do 0sso subjacente.
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Figura 1 Dosagem dos niveis de IL17A e IL6 em células tronco mesenquimais apos o tratamento com o nutracéutico.
Controle: grupo que néio recebeu o tratamento.

Conclusdo: Os ensaios mostraram a eficacia anti-inflamatéria in vitro do nutracéutico em células. Essa atividade pode ser
atribuida ao NEM®, manganés e o magnésio, compostos que podem auxiliar na diminuigdo de marcadores inflamatorios. O
colageno, também presente no nutracéutico estudado, ao ser combinado com o NEM® é capaz de agir reduzindo a
degradacéo das cartilagens, além de prevenir ainflamagdo local.
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