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RESUMO

A osteoartrite (OA) é uma doenga articular degenerativa caracterizada por lesbes na
cartilagem articular e do osso subjacente, muitas vezes levando a dor e a
incapacidade funcional. Modelos experimentais sdo ferramentas importantes para
entender a patogénese da OA, assim como o desenvolvimento de intervengdes
terapéuticas. Estes modelos, que variam de estudos in vitro em sistemas celulares, e
in vivo em animais, podem fornecer insights sobre os mecanismos da doenga e
potenciais estratégias de tratamento. Neste contexto, objetivou-se com esse estudo
descrever radiologicamente a OA em modelo experimental, relacionando as
caracteristicas radiolégicas com as analises comportamentais nos diferentes sexos.
Para tanto, foram utilizados 36 ratos adultos (18 machos e 18 fémeas) Wistar (Rattus
norvegicus), com 60 dias de idade. Para a indugdo da OA experimental com o
monoiodoacetato sédico (MIA) no joelho direito dos animais, e realizagdo dos exames
radiograficos, os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina, midazolam
e tramadol por via intraperitoneal, e mantidos em plano anestésico com mascara de
isoflurano a 2,5%. Os animais foram divididos em trés grupos para ambos 0s sexos,
induzido e tratado (Meloxicam), induzido e nao tratado, saudavel.

O experimento foi dividido em seis tempos experimentais, DO, D4, D7, D14, D21 e
D28. No DO é feita a indugao da OA, o D4 ¢é o primeiro dia de testes comportamentais
e anadlise radiologica, e assim segue até o D28, onde sdo feitos os testes
comportamentais, analise radiolégica e a eutanasia. Os resultados demonstraram que
os testes comportamentais nado diferem entre os grupos tratados e nao tratados,
exceto no D4 de machos no teste de deambulagao forgada (Rotarod) e em fémeas no
D28 quando submetidas ao teste de sustentacdo de peso (WB). Os achados
radiolégicos, como diminuicdo do espacgo articular e surgimento de osteodfitos
confirmam que houve uma progressao natural da OA dentro do tempo experimental
proposto. Os resultados demonstraram que, apds a indugcado da OA foram encontradas
esclerose subcondral, ostedfitos marginais e diminuigdo do espago articular nos
joelhos avaliados, demonstrando graus de severidade da doenca semelhantes entre

0s grupos tratados e nao tratados.

Palavras-chave: Osteoartrite; Raio-x; Testes comportamentais.



ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a degenerative joint disease characterized by lesions in the
articular cartilage and underlying bone, often leading to pain and functional disability.
Experimental models are important tools for understanding the pathogenesis of OA,
as well as the development of therapeutic interventions. These models, which range
from in vitro studies in cellular systems to in vivo studies in animals, can provide
insights into the mechanisms of the disease and potential treatment strategies. In this
context, this study aimed to radiologically describe OA in an experimental model,
relating the radiological characteristics with behavioral analyses in different sexes. For
this purpose, 36 adult Wistar rats (Rattus norvegicus) (18 males and 18 females), aged
60 days, were used. For the induction of experimental OA with sodium
monoiodoacetate (MIA) in the right knee of the animals, and for radiographic
examinations, the animals were anesthetized with ketamine hydrochloride, midazolam
and tramadol intraperitoneally, and maintained under anesthesia with 2.5% isoflurane
mask. The animals were divided into three groups for both sexes: induced and treated
(Meloxicam), induced and untreated, and healthy. The experiment was divided into six
experimental times: DO, D4, D7, D14, D21 and D28. On DO, OA induction is performed,
D4 is the first day of behavioral tests and radiological analysis, and so on until D28,
when behavioral tests, radiological analysis and euthanasia are performed. The results
showed that behavioral tests did not differ between treated and untreated groups,
except on D4 in males in the forced ambulation test (Rotarod) and in females on D28
when subjected to the weight-bearing test (WB). Radiological findings, such as
decreased joint space and the appearance of osteophytes, confirm that there was a
natural progression of OA within the proposed experimental time. The results
demonstrated that, after OA induction, subchondral sclerosis, marginal osteophytes
and decreased joint space were found in the evaluated knees, demonstrating similar

degrees of disease severity between treated and untreated groups.



Keywords: Osteoarthritis; X-ray; Behavioral tests.
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1 INTRODUGAO

A osteoartrite (OA) € uma doenca articular crénica degenerativa e uma das
principais causas de incapacidade em todo o mundo. A dor acaba sendo o principal
sintoma, e nenhum tratamento pode interromper a progressdo da doenga ou ter um
alivio sintomatico eficaz Alves-Simdes (2022). A OA é a causa mais comum e
persistente que gera dependéncia e incapacidade de mobilidade Messier et al.,
(2022). No Brasil a faixa etaria mais afetada esta entre 60 e 69 anos, com as mulheres
sendo o publico mais acometido Abrah&o et al., (2023).

Tendo em vista que a idade € um dos fatores que podem desencadear
doencgas ortopédicas degenerativas, é importante ter um olhar atento para os novos
casos, uma vez que no ano de 2021, foram identificadas 10.180 pessoas que estavam
internadas, onerando os SUS em virtude da OA Abrah&o et al., (2023). Além da idade,
segundo Pacca et al., (2018), o valor do indice de massa corporal (IMC) elevado,
associado ao tempo elevado nesta condigcdo também s&o considerados fatores de
risco para o desenvolvimento da OA. A Organizagdo Mundial da Saude (OMS), estima
que 10% da populacdo com mais de 60 anos tenha complicagdes resultantes da OA.

Desta forma, levando em consideracao toda problematica e contexto desta
patologia, a OA pode ser considerada uma preocupagao crescente da medicina, e um
dos grandes desafios para ciéncia neste século. Sendo assim, é cabivel e oportuno
destacar que para o estudo da OA, modelos experimentais permitem que os
pesquisadores acompanhem a progressdo da doenga, sendo os estudos em ratos
atualmente bem aceitos por toda a comunidade cientifica Alves-Simodes (2022). Varios
modelos experimentais demonstram a eficacia da utilizacdo de animais de laboratério
para as pesquisas com OA.

Entretanto, em uma andlise critica algumas lacunas para o estudo desta
patologia sao observadas, principalmente no que diz respeito as caracterizagdes
morfoldgicas do processo de evolugao e tratamento da doengca em modelos animais,
quer sejam elas por analises histoldgicas ou por técnicas de imagem, como RX, cujo
o critério de avaliagao radiografica e classificacdo do grau radioldgico é geralmente
baseada nas descri¢cdes nos critérios de avaliagao descritos por Kellgren & Lawrence
(1957), para grau radiolégico de osteoartrose em humanos.

As pesquisas sobre osteoartrite (OA) utilizam principalmente modelos pré-
clinicos murinos, que estudam mecanismos e vias que conduzem a patogénese da

doenca. Esses modelos identificaram alvos terapéuticos para tratamentos inovadores,
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entretanto, muitas descobertas ndo foram traduzidas com sucesso para aplicagbes
humanas. Segundo Dvir-Ginzberg; Maatuf; Mobasheri (2024) ha o uso predominante
de animais machos que podem ignorar diferengcas relacionadas ao sexo, que
influenciam a progressdo da OA. Além disso, relataram que as pesquisas devem
incluir ambos os sexos para entender melhor as discrepancias mecanicistas na OA.

Posto isso, e entendendo a existéncia de lacunas no conhecimento sobre as
diferencgas na progresséo da OA entre os sexos, especialmente no que se refere aos
achados radiologicos e sua relagdo com a fungdo motora e sinais de dor, e sabendo-
se que o dimorfismo sexual pode influenciar a suscetibilidade e a gravidade da OA,
essa pesquisa, justifica-se pela necessidade de caracterizar, a evolugao radiolégica
da OA induzida por MIA em ratos machos e fémeas, relacionando-a com testes de
motricidade para uma avaliagdo mais abrangente do impacto funcional da doenca.

Por isso, este trabalho teve como objetivo geral analisar por exame de imagem
a influéncia dos sexos sobre a progressdo da OA e comparar com os testes
comportamentais.

A identificagdo de possiveis diferengas sexuais na progressdo da OA podem
contribuir para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes e
individualizadas. Além disso, ao relacionar parametros radiolégicos com
comprometimento funcional e dor, este estudo podera fornecer subsidios importantes
para a interpretacao de exames clinicos em humanos e auxiliar no aprimoramento dos

meétodos de avaliacdo da OA em pesquisas pré-clinicas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Osteoartrite (OA)

A OA é uma doenca cronica e degenerativa das articulacdes. E caracterizada
pelo desgaste progressivo da cartilagem, tecido que reveste as extremidades dos
0Ss0s e permite 0 movimento suave e sem atrito. Havendo desgaste, sinais como dor,
rigidez, inchago e perda de fungéo articular podem ser comuns para portadores desta
condicao Alves-Simdes (2022). A OA pode afetar diversas articulagées, como joelhos,
quadris, méos, coluna vertebral e pés Mersiha Cerkezovic et al., (2024)

A dor é o principal sintoma e pode variar de leve a intensa, piorando com o
movimento e aliviando com o repouso. A osteoartrite tem um impacto significativo na

qualidade de vida dos pacientes, limitando suas atividades diarias, como caminhar,
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subir escadas, vestir-se e realizar tarefas domésticas. A dor crénica e a perda de
funcao podem levar a depressao, ansiedade e isolamento social Messier et al., (2022).

Os casos de OA vém aumentando em uma perspectiva global, visto que, a
populagcdo mundial esta envelhecendo e tendo alguns fatores que contribuem para o
surgimento desta patologia Abrah&o et al., (2023). No estudo de Hunter e Bierma, tém-
se o relato de que a idade é um fator determinante em paises como Espanha e Reino
Unido para risco elevado de OA. Em um estudo conduzido por Abrah&o et al., (2023)
percebeu-se que no Brasil a faixa etaria que esta mais suscetivel a essa patologia,
ocorre entre os 60 e 69 anos, nos anos de 2017 a 2021 foram feitas 74.730
internagdes decorrentes da OA, tendo um destaque para as mulheres como o maior

publico-alvo entre os estudos.

2.2 Modelos Experimentais da OA

A OA é uma doenca que preocupa muito a medicina. Estudar essa doencga
em pessoas e dificil por alguns motivos. Primeiro, existem questdes éticas complexas.
Segundo os testes podem ser invasivos e desconfortaveis para os pacientes. Além
disso, muitas vezes s6 consegue-se estudar a doenga quando ela ja esta em estagio
avancgado, o que limita a compreensao sobre como ela se desenvolve. Utiliza-se o
modelo animal para pesquisa e estudo da OA, por permitir que os pesquisadores
consigam acompanhar a progressao da doenga. Considerando o modelo em ratos,
atualmente bem aceito e estabelecido por toda a comunidade cientifica Alves-Simbes
(2022).

Existem diversos modelos experimentais capazes de induzir a osteoartrite em
animais, 0s quais variam em termos da progressao e velocidade do estabelecimento
da doenca, resultando em uma resposta diferente, conforme sua aplicacdo. Quando
realizadas in vivo, os modelos cirurgicos, quimicos e espontaneos apresentam
limitacbes para o estudo da doenca. Porém, os modelos cirurgicos e espontaneos
assemelham-se mais a OA humana. O modelo quimico apresenta uma intervencao
mais aguda, por isso ele € uma alternativa mais interessante para testar a progressao
da doenca em um curto espago de tempo experimental ou para avaliar a eficacia de
controle da dor de algum farmaco Silva et al., (2023).

O tempo experimental de 28 dias ja € bem estabelecido na literatura para o
estudo de controle e avaliagao da progressao desta patologia, quando induzida por
MIA Kwon et al., (2023) Da Silva et al., (2023).
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O modelo experimental de indugéo através do MIA é amplamente utilizado e
validado em diversas espécies, por reproduzir as caracteristicas da OA humana,
incluindo morte celular, perda de condrécitos e alteragdes histoldgicas. Este modelo
também é capaz de induzir a inflamagé&o, hiperalgesia neurogénica e liberagdo de
substancias, como citocinas e metaloproteinases, que tém como fungao degradar a
cartilagem. Em concluséo, o modelo de OA induzido por MIA é uma ferramenta pratica
e segura para auxiliar a elucidar os mecanismos da doenga e na descoberta de
tratamentos alternativos Da Silva et. al. (2024).

2.3 Radiologia na caracterizagao da OA experimental

Alguns métodos de imagem podem ser utilizados para a confirmagédo da
inducdo e se a progressédo da doenga esta ocorrendo da maneira esperada. Como
meétodos de imagem tém-se a radiografia, a tomografia microcomputadorizada (Micro-
CT), ressonancia magnética. A Micro-CT exige a analise de um software para
confirmar possiveis danos na superficie da cartilagem, podendo capturar pequenas
mudangas presentes na cartilagem induzida. Para isso é necessario o uso de
biomarcadores de imagem para avaliagao e diagndstico Kauppinen et al., (2024).

Outro método valido para deteccao da OA é a ressonancia magnética, por ser
uma excelente opcao para visualizar tecidos moles, como a cartilagem. E também um
meétodo que pode detectar lesdes da medula éssea que estdo correlacionadas tanto
com lesdes articulares, como a intensificagdo da dor Murakami et al., (2023)

A avaliagdo radiografica consegue acompanhar a progressdo da doencga,
visualizando caracteristicas como, diminuicdo do espaco articular, esclerose 6ssea
subcondral, formacdo de ostedfitos, presenca de lesbes cisticas e alteragcdes
trabeculares. Tendo como principais fatores da gravidade da OA a diminuigdo do
espaco articular e a formacéao de ostedfitos, que estio relacionados com remodelagao

Ossea devido ao desgaste da cartilagem Roermer et al., (2022).

2.4 Testes de Motricidade na Avaliagao Funcional da OA

A avaliagao da dor e da incapacidade em modelos animais de OA é um
aspecto crucial na pesquisa translacional, fornecendo insights valiosos sobre a
progressao da doenga e a eficacia de potenciais terapias Palikov et al., (2020). Testes
funcionais emergem como ferramentas indispensaveis nesse contexto, oferecendo
medidas quantitativas e objetivas das alteragbes biomecanicas e comportamentais

caracteristicas da OA.
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Os testes funcionais permitem quantificar o impacto da dor na mobilidade dos
animais, revelando deficiéncias funcionais que espelham a perda de qualidade de vida
observada em pacientes humanos. Através dessas técnicas, € possivel ndo apenas
determinar o grau de disfungao articular e muscular, mas também monitorar a resposta
dos animais a diferentes intervencgdes terapéuticas Palikov et al., (2020). Dentre os
principais testes de avaliagao funcional utilizados em modelos experimentais de OA,
destacam-se; Teste de Sustentagédo (WB), ele mede a distribuigdo do peso entre os
membros traseiros dos animais, sendo fundamental para identificar a assimetria na
locomogéao, um indicador de dor articular e incapacidade motora. Em modelos de OA,
observa-se uma reducgdo significativa no suporte de peso no membro afetado,
evidenciando o impacto da dor na mobilidade e equilibrio do animal Palikov et al.,
(2020); Teste de Von Frey, este teste avalia a sensibilidade do animal através da
aplicacao de estimulos mecanicos. Modelos experimentais de OA exibem limiares
reduzidos de retirada da pata, indicando hipersensibilidade a dor mecanica, um
sintoma proeminente da doengca em humanos. Este teste tem sido empregado para
correlacionar a progressédo da osteoartrite com a intensidade da dor neuropatica e
inflamatdria (Xu et al., 2020). O Rotarod € um método utilizado para analisar como a
OA afeta a fungdo motora e o equilibrio. Ao medir o desempenho dos ratos em um no
equipamento, os pesquisadores podem obter informacgdes precisas sobre o impacto
da doenca nas articulacdes e na capacidade de movimento. Esses resultados sao de
extrema importancia para a analise da progressao OA e avaliar a eficacia de possiveis
tratamentos Morais et al., (2016).

A avaliagédo da dor e da incapacidade em modelos animais de osteoartrite é
um campo de pesquisa em constante evolucéo. Os testes funcionais desempenham
um papel crucial nesse contexto, oferecendo medidas quantitativas e objetivas das
alteragcdes biomecanicas e comportamentais associadas a OA. No entanto, é
imperativo reconhecer as limitagbes inerentes aos modelos animais e buscar o
aprimoramento continuo das metodologias, visando aprimorar a relevancia
translacional dos estudos e garantir que os resultados obtidos possam ser

efetivamente aplicados no desenvolvimento de novas terapias para a osteoartrite.

2.5 Influéncia do Dimorfismo Sexual na OA Experimental
As diferengas hormonais presentes nos sexos podem agir como variaveis que

interferem de maneira direta na validacdo do experimento. O estrogénio em niveis
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fisiolégicos pode agir como fator protetor contra a OA por exemplo, por agir contra a
inflamacéao da patologia, atuando contra o estresse no reticulo endoplasmatico. Assim,
diminuindo a apoptose de condrécitos e resultando como um fator protetor contra a
OA Dreier et al., (2022). Por mais que exista uma disparidade na analise clinica, onde
cerca de 9,6% dos homens e 18% das mulheres sdo acometidos desta patologia,
tendo como possiveis causas, fatores hormonais, relacionados a baixa do estrogénio
de mulheres na menopausa, a expressao anatébmico, pelo fato dos homens terem um
volume maior de cartilagem articular, que pode atenuar a progressao da OA. Além
disso, os homens possuem, maior area de superficie, espessura e maior densidade
mineral 6ssea, como fatores protetores, quando comparados a mulheres. Porém, na
pesquisa experimental, ainda existe uma caréncia de dados que corrobora com os
achados clinicos, o que resulta em dificuldades para o surgimento de novos

tratamentos Pucha et al., (2020).

3 OBJETIVOS
3.1 Geral
e Analisar por exame de imagem a influéncia do sexo na progressao da OA e

relacionar com as analises comportamentais.

3.2 Especificos
e Caracterizar radiologicamente a progressédo da osteoartrite induzida por MIA
considerando o dimorfismo sexual;
e Relacionar os achados radiolégicos com os testes de motricidade;
e Comparar a evolucdo da osteoartrite entre machos e fémeas, identificando
diferengas radioldgicas e funcionais associadas ao dimorfismo sexual;
e Auvaliar a associagao entre os graus de comprometimento articular observados

nos exames radiolégicos e os sinais de dor e limitacao estratificada por sexo.

4 METODOLOGIA
4.1 Protocolo anestésico e indugao da OA

Este estudo foi conduzido utilizando 36 ratos adultos (18 machos e 18 fémeas)
Wistar (Rattus norvegicus), com 60 dias de idade, provenientes do Biotério e Centro

de Experimentacao Animal da Universidade Federal do Maranhao. Os animais foram



18

mantidos em condi¢des padronizadas de temperatura (24°C £ 2°C), umidade (<60%)
e ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a ragao padréo e agua. Antes do
inicio do experimento, os animais foram aclimatados por um periodo de sete dias.

A indugao da osteoartrite foi realizada através de uma injec&o intra-articular
de MIA no joelho direito dos ratos (2 mg/kg). A administragéo foi realizada no espago
intra-articular, com o joelho flexionado, utilizando-se o ligamento patelar lateral como
referéncia anatémica. E importante destacar que o procedimento foi realizado sob
anestesia geral, induzida por administrac&o intraperitoneal de cloridrato de cetamina
(50 mg/kg), cloridrato de midazolam (1 mg/kg) e cloridrato de tramadol (5mg/kg), com
manuten¢ao anestésica em mascara de isofluorano a 2,5% Da Silva et al., (2023) De
Moraes et al., (2016).

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as
normas estabelecidas pelo CONCEA - Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal, SBCAL - Sociedade Brasileira de Animais de Laboratério e
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA, da Universidade Federal do
Maranhao (Processo © 23115.002825/2023-71).

4.2 Protocolo experimental
Este estudo € um ensaio pré-clinico no qual os animais foram distribuidos
aleatoriamente em diferentes grupos experimentais. A divisdo dos grupos foi feita da
seguinte forma:
e Grupo | - machos saudaveis (n=6) - animais que nao foram submetidos ao
protocolo experimental;
e Grupo Il — fémeas saudaveis - animais que nédo foram submetidos ao protocolo
experimental (n=6);
e Grupo lll - machos submetidos ao protocolo experimental e néo tratados (n=6);
e Grupo IV - machos submetidos ao protocolo experimental e tratados com AINE
(anti-inflamatdrio ndo esteroidal, Meloxican, 1mg/kg), durante 28 dias, 1x ao
dia, por gavagem (n=6);
e GrupoV - fémeas submetidas ao protocolo experimental e ndo tratadas (n=6);
e Grupo VI - fémeas submetidas ao protocolo experimental e tratadas com AINE

(Meloxican, 1mg/kg), durante 28 dias, 1x ao dia, por gavagem (n=6);

4.3 Testes Comportamentais
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4.3.1 Weigh Bearing

O teste de sustentagcdo de peso (WB) ou incapacitacdo estatica avalia a
distribuicao do peso corporal entre os membros pélvicos, sendo amplamente utilizado
em modelos de dor articular para identificar desconforto e hiperalgesia primaria. Este
meétodo permite uma analise quantitativa da carga suportada pelas patas traseiras,
refletindo o grau de dor e comprometimento funcional em modelos OA.

Os animais foram colocados em um equipamento composto por duas
plataformas independentes conectadas a sensores digitais de alta precisdo. Cada
plataforma registrou a forga exercida pelas patas traseiras separadamente, permitindo
a analise da distribuicdo de peso. Os valores coletados foram exibidos em um display
digital, e cada animal foi submetido a trés aferigbes consecutivas para assegurar a
consisténcia das medi¢des. A fébrmula empregada para calcular a distribuigdo do peso
foi:

Distribuicdo do peso % = PPA/PPA + PPC x 100, onde PPA representou o
peso na pata afetada, e PPC o peso na pata contralateral. Este calculo permitiu
quantificar a assimetria na distribuicdo do peso, um indicador direto de dor ou
desconforto. Para minimizar vieses, o experimento foi conduzido em regime cego, com
trés avaliadores treinados que nao possuiam informagdes sobre os grupos
experimentais. Os resultados foram expressos como a média dos scores registrados
pelos avaliadores, garantindo maior confiabilidade nos dados obtidos. Adicionalmente,
todos os testes foram realizados em um ambiente controlado, com temperatura

constante e iluminacao suave, para reduzir o estresse dos animais Kwon et al., (2023).

4.3.2 Von Frey

O teste de Von Frey € um dos métodos mais sensiveis para avaliar a alodinia
mecanica em modelos animais, sendo amplamente utilizado para mensurar a
sensibilidade ao toque e o limiar nociceptivo. Neste estudo, os animais foram
colocados em caixas individuais de acrilico transparente posicionadas sobre uma
grade de arame que permitia o acesso a face plantar das patas traseiras.

Apo6s um periodo de ambientacdo de 30 minutos, aplicaram-se filamentos
calibrados de Von Frey (4g, 10g e 300g) na sequéncia de forga ascendente ou
descendente, conforme a resposta do animal. Uma resposta positiva foi considerada
quando o animal retirava a pata, lambia e mordia o local do estimulo, enquanto a

auséncia de reacao foi registrada como uma resposta negativa. Para evitar efeitos de



20

sensibilizagao, houve um intervalo minimo de 30 segundos entre cada aplicagao.

O calculo do limiar nociceptivo de retirada da pata (LNRP) foi realizado
utilizando a formula: LNRP (%) = LNRPA/ LNRPA + LNRPC x 100, onde LNRPA foi o
limiar da pata afetada, e LNRPC o limiar da pata contralateral. Todas as medicbes
foram realizadas por avaliadores cegos em relacdo aos grupos experimentais,
reduzindo possiveis vieses interpretativos. O teste foi finalizado apds trés respostas
consecutivas idénticas (positivas ou negativas) Kwon et al., (2023) De Moraes et al.,
(2016).

4.3.3 Rota Rod

O teste Rota Rod € um método amplamente empregado para avaliar a
coordenagao motora e a capacidade funcional em roedores. O equipamento utilizado
consistiu em um cilindro giratorio de 30 cm de diametro, revestido por uma malha de
acgo inox para facilitar a aderéncia dos animais. Os ratos foram colocados sobre o
cilindro, que girava a uma velocidade progressiva de 4 a 40 rpm, durante um periodo
de 300 segundos. A capacidade dos animais de permanecerem no cilindro foi avaliada
utilizando uma escala de 1 a 5, sendo: 1: Uso normal; 2: Claudicagao leve; 3:
Claudicacao grave; 4: Desuso intermitente; 5: Desuso completo. Os testes foram
realizados em ftriplicata, e os resultados foram expressos como a média das

pontuagdes atribuidas por trés avaliadores cegos De Moraes et al., (2016).

4.4 Avaliacao radiografica

As radiografias dos joelhos dos animais foram obtidas através do aparelho de
raio-x Micro imagem Diox-602, com tenséo de 60 Kv (fixo) e corrente do tubo de 4mA
(fixo), por meio de um sistema de imagem computadorizada com sensor eletrénico
para radiografia digital (digitalizador de imagens radiograficas microimagem). Os
animais anestesiados foram posicionados em decubito lateral direito, e as imagens
foram realizadas em projecdo latero-lateral e craniocaudal com os joelhos em
extensdo. Os exames radioldgicos foram realizados nos tempos 0 e 28 dias em todos
0s grupos experimentais propostos. As imagens foram analisadas por “estudo cego”,
por profissional, médico veterinario, especializado em imagiologia. Os achados
radiolégicos encontrados foram analisados e comparados com os achados dos testes

comportamentais para machos e fémeas.
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4.5 Analise estatistica

A comparagdo das médias dos diferentes grupos experimentais foi
realizada pela analise de variancia univariada (one-way ANOVA), para determinar se
existem diferengas estatisticamente significativas entre os grupos propostos, seguida
pelo teste de TUKEY, que realiza comparagdes multiplas entre as médias dos grupos,
determinando assim s&o os pares com diferengas significantes. Na avaliagdo de duas
fontes de variabilidade, foi utilizada 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 instat® 7.0 (GraphPad software,
San Diego, CA).

5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Em nossa pesquisa, como modelo (técnica) de indugdo da OA experimental,
utilizamos a injecao local de MIA que, segundo Abdel Jaleel et al., (2020) interrompe
o metabolismo dos condrdcitos inibindo a glicolise, deteriorando a cartilagem do
joelho. Assim, as superficies articulares do fémur e tibia expostos, sdo danificadas,
resultando em estresse e dor.

A osteoartrite € uma doencga inflamatdria que apresenta uma resposta
caracterizada como expansao da membrana sinovial por liquido edematoso. A injegcao
intra-articular de MIA libera citocinas como IL-6, TNF-a e IL-B de condrdcitos
deteriorados aumentando o desenvolvimento do processo inflamatério na cartilagem.
Além disso, essas citocinas aumentam a degradacdo da cartilagem. Existe uma
relagdo que o TNF-a ativa os neurdnios sensoriais, iniciando assim uma cascata de
respostas inflamatérias, aumentando a produgao de interleucinas, IL-6 e IL-13 Oliveira
et al., (2011). Para analisar a evolugdo da doenca e comparar os achados
comportamentais com os achados radiograficos utilizamos trés testes
comportamentais classicos dentro da literatura especializada, a saber: o rotarod, o
Von Frey, e o Weight Bearing. Segundo Silva et al., (2024), a OA atinge aspectos
motores e sensoriais, sendo necessario que sejam realizados testes distintos para

poder avaliar de forma isolada cada fator a ser estudado.

5.1 Testes comportamentais
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Considerando a avaliagdo da distribuicdo de pesos sobre os membros
pélvicos foi feita pelo teste de Weight Bearing (Figura 1). Apés o periodo experimental,
foi possivel observar diferenga estatisticamente significativa entre os grupos tratados
e nao tratados somente no tempo experimental D28 das fémeas. Quando realizamos
a comparagao entre os sexos pode-se observar o mesmo padrao de resposta ao teste,

como ilustrado na figura 1.

Figura 1 — Avaliacao de distribuicdo de pesos sobre as patas traseiras em fémeas e
machos — WEIGHT BEARING.



23

WB FEMEA

LX)
M
txa g

Controle
Bl Tratado
Bl N3o tratado

=]
(=]
1

Percentual de apoio da
pata afetada (%)
5
1

20+
0_.
DO D4 D7 D14 D21 D28
Tempo experimental
WB MACHO
60 -
B Controle
: Bl Tratado
40+ - - Bl N3o tratado
20 -
0_

DO D4 D7 D14 D21 D28

Os resultados foram expressos como média + desvio padréo. * (p<0,05); **(p<0,01);
***(p<0,001).

Para a avaliacdo da dor foi utiizado o WB. Os achados deste teste
demonstraram que a inducado por MIA resultou em desgaste gradual da cartilagem
articular, uma vez que ocorreu a diminuicdo da sustentagcdo do peso no membro com
o joelho afetado. Pomonis et al. (2005) em sua pesquisa utilizaram ratos machos para
testar o uso do MIA e da morfina para inducdo da osteoartrite e avaliagdo do
comportamento da dor, respectivamente, demonstrando que o uso da morfina
reverteu as alteragdes na sustentacdo do peso nas patas, gerando um alivio

decorrente da dor causada pela inducdo. No estudo de Palikov et al. (2020) foram
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encontradas diferencas estatisticamente significativas apdés o 3° e 7° dos tempos
experimentais, demonstrando redugao na forga no membro induzido, com 0 mesmo
protocolo de indugdo com MIA, gerando assimetria de sustentacdo de peso nos
membros posteriores, resultando em desequilibrio e comprometimento dos membros

pélvicos.

Para avaliagdo do limiar nociceptivo foi utilizado o teste Von Frey, que consiste
em alocar o animal em uma gaiola com fundo de arame, com espelho embaixo para
facilitar a visualizagao da retirada da pata, e sao utilizados filamentos de 4 G, 10 G e
300 G Allen et al., (2012). Os filamentos foram aplicados sempre na pata direita, que
correspondeu ao membro com o joelho lesionado, e 0 mesmo valeu para os grupos
nao induzidos. Se o animal sentisse algum tipo de desconforto com o filamento
presente, este filamento era testado mais duas vezes para confirmar o desconforto do

animal.

Estes autores, Alsalem et al. (2020), relataram que ratos machos que tiveram
a OA induzida com MIA, apresentaram menor uso da pata quando comparados com
0s animais nao induzidos, tendo o limiar de retirada da pata diminuido, mostrando
assim mais sensibilidade relacionada a dor, quando comparado com o grupo controle.
Em nossa pesquisa, pelo método de Von Frey, observou-se que apds os 28 dias
experimentais o limiar nociceptivo nos grupos tratados e nao tratados passaram por
oscilacdes (Figura 2). No entanto, ndo houve diferenga estatisticamente significativa
entre os grupos submetidos ao protocolo experimental de OA. Quando realizamos a
comparagao entre os sexos pode-se observar o mesmo padrao de resposta ao teste,

conforme demonstrado na figura 2.
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Figura 2 — Avaliagéo do limiar nociceptivo da dor em fémeas e machos — Von Frey.
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Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo.* (p<0,05); **(p<0,01);

**%(n<0,001).

O teste de deambulagao forgcada, o rotarod, foi utilizado. Como os animais

induzidos possuem lesao articular, espera-se que eles apresentem alguma dificuldade

motora, por ndo terem uma boa estabilidade do joelho. Arakawa et al. (2022) relataram

que animais submetidos ao protocolo experimental e que ndo receberam nenhum

tratamento podem ter um aumento da degeneracao articular e da expressao de

citocinas inflamatdrias, o que nos leva a inferir que ocorreu em nossa pesquisa.
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Apods a indugao da OA em nosso estudo, foi possivel observar melhora da
capacidade de deambulacdo (Figura 3) entre os grupos tratados e nao tratados
somente no dia 4 nos animais machos. Apds esse tempo experimental ndo foram mais
achadas diferengas estatisticamente significantes entre tratados e nao tratados dentro
do grupo dos machos, somente quando o grupo controle era comparados com o grupo
nao tratado no D4 e no D28, que foram achadas novas diferengas estatisticamente
significantes. Nas fémeas s6 houve resultado estatisticamente significante quando os
grupos tratados e nao tratados foram comparados com o grupo controle no D7 e no
D28. E importante ressaltar que a auséncia de resultados estatisticamente
significantes pode ter ocorrido em virtude do tamanho amostral, que pode diminuir e
comprometer a precisdo das conclusdes, assim como, pode tornar dificil detectar

diferencas reais ou relagdes entre variaveis (Cochran, 1977).
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Figura 3 — Avaliacido da dor espontanea pela deambulacao forcada em fémeas e
machos — ROTAROD.
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Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. * (p<0,05); **(p<0,01);
***(p<0,001).

No estudo de (Allen et al., 2012) foram encontrados resultados para ratos
machos em teste de deambulacdo, mas foram utilizados equipamentos de alta
precisdo, que levaram em consideragao a assimetria da marcha, o equilibrio do animal

e o equilibrio da postura. Foram achadas diferencas significativas entre o grupo
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induzido e nao induzido. Estes autores afirmaram que esses resultados nédo podem
ser encontrados a olho nu, o que pode ter ocorrido em nossa pesquisa, tornando-se
uma limitagado do nosso estudo. Segundo Alsalem et al. (2020) ha uma diminuigdo da

locomog&o em animais induzidos por MIA.

5.2 Analise Radiografica

Foram realizadas analises radiograficas nos tempos DO, D7, D14, D21 e D28,
com animais saudaveis, e animais submetidos ao protocolo experimental de OA,
tratados com AINE e nao tratados, buscando obter o comparativo dos dois sexos
dentro do mesmo tempo. Nas figuras 4 e 5, pode-se observar os exames radiograficos
realizados em projegcdo cranio-caudal e latero-lateral nos diferentes grupos
experimentais. Os achados mais comuns encontrados foram a reducédo do espaco
articular, esclerose 6ssea, osteofitos marginais e cisto 6sseo. Embora tratados, os
animais ao final do periodo experimental demonstraram caracteristicas peculiares da
osteoartrite. Ademais, pode-se observar que a progressdo da doenga foi mais
acentuada nos animais que nao foram submetidos a nenhum tipo de tratamento.

De acordo com Garrido; Sampaio; Ferreira (2011) os achados radiolégicos
podem ter pouca relagdo com os sintomas apresentados pelos portadores da OA.
Além disso, as alteragcdes na dimensao do espaco articular, ostedfitos e degeneragdes
subcondrais podem ocorrer independentemente da presenca da OA. Embora em
nosso estudo os resultados dos exames radiolégicos nao refltam os sintomas
apresentados nos testes comportamentais, esses autores destacam que a radiografia

€ provavelmente a melhor ferramenta para mensurar a progressao da OA.

Figura 4 - Radiologia da articulagéo do joelho de ratas fémeas — Grupos I, V e VII.
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Em A e B — animais saudaveis, sem nenhuma alteragao radiolégica. Em C e D, animais
tratados. Notar a presenca de ostedfito marginal na face lateral da tibia (asterisco) amarelo e
esclerose do osso subcondral (circulos brancos), com redugéo do espaco articular. EmE e F
— animais nao tratados. Observar os ostedfitos marginais na face lateral e média do epicondilo
lateral da tibia (asteriscos amarelos), repercutindo em perda do formato anatémico habitual
(seta amarela), com redugéo do espagco intra-articular. Notar altera¢des na superficie articular
da patela (asterisco) branco), caracterizando maior severidade da doenca. A esquerda,
projecao latero-lateral. A direita, projecéo cranio-caudal.

Figura 5 — Radiologia da articulagéo do joelho de ratos machos — Grupos |, lll e IV.
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Em A e B — animais saudaveis, sem nenhuma alteracao radiolégica. Em C e D, animais
tratados. Notar esclerose do osso subcondral (circulo amarelos), com redu¢do do espago
intra-articular. Em E e F — animais ndo tratados. Observar os ostedfitos marginais na face
lateral e medial do epicdndilo lateral e na face medial do epicdndilo medial da tibia (asteriscos
amarelos). A esquerda, projecdo latero-lateral. A direita, projegéo cranio-caudal.

Os resultados da nossa pesquisa demonstraram que, ap6s a inducédo da OA

foram encontradas esclerose subcondral, ostedéfitos marginais e diminuicao do espaco
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articular nos joelhos avaliados, demonstrando graus de severidade da doencga
semelhantes entre os grupos tratados e nao tratados. Esse resultado pode parecer
contraditério em alguns momentos e isso ocorre devido as fases que a doenca
apresenta, que sdo diversas e algumas dessas alteragdes ndo seguem a mesma
sequéncia de desenvolvimento, e parte delas sdo observadas somente em estagios
finais da OA Pucha et al., (2020); Garrido; Sampaio; Ferreira (2011).

6 CONCLUSAO
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As analises radiologicas demonstraram que o tratamento diminuiu o avango
da degeneracgao da cartilagem, sem que exista uma relagdo entres os sexos dos
animais. Visto que, ndo ha diferengas entre as analises das radiografias nos tempos
experimentais propostos. Tanto os machos quanto as fémeas tiveram o mesmo
padrao de progressao da doenca de osteoartrite para osteoartrose até o D28, nao

havendo diferengas morfolégicas entre os grupos.

Os achados dos testes comportamentais ndo trouxeram respostas que
demonstrem a progressdo da doenca de fato como a progressdo analisada nas
imagens radioldgicas. Além disso, ndo foi observado, comportamento e resposta

diferentes no modelo experimental quando a variavel analisada é o sexo dos animais.
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