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RESUMO

A osteoartrite (OA) € uma doenga osteoarticular degenerativa crénica e progressiva,
caracterizada por dor articular, rigidez, limitacdo funcional e degradacdo da
cartilagem. Este estudo teve como objetivo caracterizar histologicamente a OA
induzida por monoiodoacetato de sodio (MIA) em um modelo murino, relacionando os
achados morfolégicos com parametros funcionais obtidos por testes de motricidade e
incapacitagcdo motora. Estudo experimental com a utilizagdo de 36 ratos Wistar,
divididos em seis grupos: machos e fémeas saudaveis, machos e fémeas submetidos
a inducdo da OA sem tratamento e machos e fémeas tratados com anti-inflamatério
ndo esteroidal (AINEs). Os testes comportamentais Weight-Bearing, Rotarod e Von
Frey foram aplicados nos dias 0 e 28, seguidos por analises histolégicas das
articulagdes do joelho. Os testes comportamentais evidenciaram comprometimento
motor e hipersensibilidade mecanica devido a OA, com melhoria dos padrées de
motricidade nos grupos tratados. No Rota Rod, as fémeas apresentaram piora nos
dias 4 e 21, enquanto os machos mostraram diferencas nos dias 4, 7 e 28. No Von
Frey, as fémeas exibiram maior sensibilidade nos dias 7 e 28, enquanto os machos
tratados apresentaram melhora no dia 21. No Weight-Bearing, apenas as fémeas
tratadas melhoraram no dia 28, sem efeito significativo nos machos. Os achados
histolégicos revelaram maior degradagao cartilaginosa em fémeas nao tratadas,
sugerindo progressao mais severa da doenga. Portanto, conclui-se que apesar da
eficacia dos AINEs na reducdo da dor, essa melhora nem sempre se refletiu na
preservagao estrutural da cartilagem. As diferengas comportamentais entre machos e
fémeas indicam um possivel papel dos fatores hormonais na modulagcdo da OA e da

resposta ao tratamento, o que morfologicamente n&o foi possivel afirmar.

Palavras-chave: osteoartrite experimental; histologia; comportamento.



ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a chronic and progressive degenerative osteoarticular disease
characterized by joint pain, stiffness, functional limitation, and cartilage degradation.
This study aimed to histologically characterize OA induced by sodium
monoiodoacetate (MIA) in a murine model, correlating the morphological findings with
functional parameters obtained through motor function and incapacitation tests.
Experimental study using 36 Wistar rats were used, divided into six groups: healthy
males and females, males and females subjected to OA induction without treatment,
and males and females treated with nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs).
The behavioral tests Weight-Bearing, Rotarod, and Von Frey were applied on days 0
and 28, followed by histological analyses of knee joints. The behavioral tests
demonstrated motor impairment and mechanical hypersensitivity due to OA, with
improved motor function patterns in the treated groups. In the Rotarod test, females
showed worsening on days 4 and 21, while males exhibited differences on days 4, 7,
and 28. In the Von Frey test, females displayed increased sensitivity on days 7 and 28,
whereas treated males showed improvement on day 21. In the Weight-Bearing test,
only treated females improved on day 28, with no significant effect observed in males.
Histological findings revealed greater cartilage degradation in untreated females,
suggesting a more severe disease progression. Therefore, it is concluded that
although NSAIDs effectively reduced pain, this improvement did not always reflect
structural cartilage preservation. Behavioral differences between males and females
suggest a potential role of hormonal factors in OA modulation and treatment response,
though this could not be morphologically confirmed.

Keywords: experimental osteoarthritis; histology; behavior.
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1 INTRODUGAO

A osteoartrite (OA) € uma doenga articular cronica, degenerativa e
progressiva, que afeta milhdes de pessoas globalmente, sendo a principal causa de
dor e incapacidade motora. Caracteriza-se por um conjunto de processos
degenerativos e inflamatorios que acometem a cartilagem articular, a membrana
sinovial, o osso subcondral e os tecidos periarticulares, como musculos e ligamentos.
Essas alteragbes estruturais resultam em dor, rigidez articular e perda funcional,
comprometendo significativamente a qualidade de vida dos pacientes (Hunter;
Bierma-Zeinstra, 2019; Katz; Arant; Loeser, 2021; Geng et al., 2023).

A OA do joelho é a forma mais prevalente da doencga e afeta globalmente mais
de 364 milhdes de pessoas, com um aumento expressivo de sua incidéncia devido ao
envelhecimento populacional, ao crescimento dos indices de obesidade e ao aumento
de traumas articulares (Yang et al., 2023). Segundo Vorasilp & Turajane (2022), a
incidéncia global da OA do joelho é de aproximadamente 203 casos por 10.000
pessoas-ano, sendo mais frequente em mulheres e em individuos acima dos 50 anos.
Esses dados ressaltam o impacto substancial da OA n&o apenas na saude individual,
mas também nos sistemas de saude, devido a alta taxa de incapacidade e aos custos
associados ao seu tratamento (Hunter; Bierma-Zeinstra, 2019).

A patogénese da OA é complexa e multifatorial, envolvendo interagdes entre
fatores mecanicos, bioquimicos, genéticos e ambientais. A degradagdo da matriz
extracelular da cartilagem articular € mediada por enzimas proteoliticas, como as
metaloproteinases da matriz (MMPs), cuja expressdo é regulada por citocinas
inflamatorias, como a interleucina-1 beta (IL-1B) e o fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-a) (Felson et al., 2023). Esse processo também resulta em alteragdes estruturais
no o0sso subcondral, incluindo esclerose é6ssea e formacdo de ostedfitos, que
contribuem para a progresséo da doenga e agravamento da dor (Zheng et al., 2022).
Ademais, alteragdes na membrana sinovial, como hiperplasia e infiltracdo de células
inflamatarias, intensificam o ciclo degenerativo.

A OA também possui implicagbes psicologicas e emocionais significativas.
Pacientes frequentemente relatam sintomas de depresséo e ansiedade, exacerbados
pela dor crbnica e pela perda de independéncia funcional. Esse impacto
biopsicossocial contribui para o isolamento social e reduz a qualidade de vida,
aumentando a carga global da doenga (Messier et al., 2022). O manejo da OA ainda
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enfrenta desafios consideraveis, pois os tratamentos atuais sdo predominantemente
paliativos, incluindo o uso de analgésicos, anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs)
e opioides, além de abordagens nao farmacolégicas, como fisioterapia e intervengdes
dietéticas (Meera, 2022).

No entanto, essas estratégias ndo sado capazes de interromper ou reverter a
progressédo da doenga. Avangos terapéuticos emergentes incluem o uso de células-
tronco mesenquimais, engenharia de tecidos e biomateriais bioativos, visando a
regeneracao da cartilagem articular e a restauragao funcional da articulagao (Thoene;
Bejer-Olenska; Wojtkiewicz, 2023; Remirez De Ganuza et al., 2024).

Os modelos experimentais desempenham um papel essencial na
compreensao da patogénese da OA e no desenvolvimento de novas terapias. O
modelo de indugdo por iodoacetato monossodico (MIA) € amplamente utilizado por
sua capacidade de reproduzir as principais caracteristicas histopatoldgicas e
funcionais da OA humana, incluindo a degradagcdo da cartilagem articular, a
inflamacgéo sinovial e a dor articular (Rios et al., 2022). Esse modelo também permite
a avaliacdo de diferentes abordagens terapéuticas, auxiliando na identificacdo de
tratamentos mais eficazes para a OA (Wang et al., 2022). No entanto, suas limitagoes
incluem a incapacidade de simular plenamente os aspectos mecanicos da doencga
humana, justificando a necessidade de estudos complementares com outros modelos
experimentais (Felson et al., 2023).

Neste contexto, o presente estudo tem como objetivo caracterizar
histologicamente a evolugdo da OA induzida por MIA em ratos, relacionando os
achados morfolégicos com os testes de motricidade, comparando os resultados entre
machos e fémeas. A analise inclui a avaliagdo qualitativa da cartilagem articular e
tecidos adjacentes, a identificagdo de padrbes histologicos de inflamagédo e
remodelagao tecidual, e a relagdo qualitativa entre alteragdes histopatologicas e os
testes comportamentais em ambos os sexos. Acredita-se que os resultados deste
estudo contribuirdo para a melhor compreensao da progressao da OA experimental e
para o desenvolvimento de parametros mais refinados para sua classificagcao,

promovendo avangos na investigagao da patogénese da doenca.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Osteoartrite (OA)

A osteoartrite do joelho (OAJ) € uma doencga articular degenerativa cronica
que afeta principalmente o joelho, a articulagdo mais complexa e portadora do corpo
humano. Caracteriza-se pela degeneracédo progressiva da cartilagem articular e do
0Sso subjacente, resultando em dor, rigidez, inchago e redugdo da mobilidade
articular. Além da cartilagem, outras estruturas como a sindvia, a capsula articular e
os musculos periarticulares também sdo comprometidos, levando a danos articulares
irreversiveis (Geng et al., 2023). Patogeneticamente, a OAJ envolve uma combinagao
de fatores, incluindo sobrecarga mecanica, inflamacéo, alteragdes metabdlicas e
hormonais, além do envelhecimento, que juntos aceleram a progressao da doenca
(Geng et al., 2023).

A osteoartrite do joelho é a forma mais comum de osteoartrite, representando
mais de 56% de todos os casos globalmente (Qiao et al., 2024). Estudos indicam que
a prevaléncia de OAJ tem aumentado nas ultimas décadas, influenciada por fatores
como o envelhecimento populacional e 0 aumento das taxas de obesidade. Em 2021,
estimou-se que havia aproximadamente 606,9 milhdes de casos de osteoartrite em
todo o mundo, com a forma de joelho sendo a mais prevalente (Liang et al., 2024). A
taxa de incidéncia padronizada por idade foi de 535 casos por 100.000 habitantes,
com maior prevaléncia observada em mulheres e em regies com indice
Sociodemografico (SDI) mais elevado (Liang et al., 2024). Nos Estados Unidos, cerca
de 32,5 milhdes de adultos apresentam osteoartrite clinica, sendo o joelho e o quadril
as articulagdes mais frequentemente afetadas (Callahan et al., 2021). A prevaléncia
de KOA aumenta com a idade, atingindo entre 19,2% e 27,8% em individuos acima
de 45 anos e aproximadamente 37% em pessoas com mais de 60 anos (Choi, 2020).
Na india, um estudo utilizando a escala de Kellgren e Lawrence identificou uma
prevaléncia de 28,7% de OAJ em individuos com mais de 40 anos, com taxas mais
elevadas em mulheres e individuos obesos (Kumar et al., 2020). Esses dados
sugerem que a carga global da OAJ tende a aumentar, acompanhando o crescimento
da expectativa de vida e das taxas de obesidade, com projeg¢des indicando um
aumento continuo nos proximos 30 anos (Qiao et al., 2024).

Diversos fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento da osteoartrite
do joelho. A idade avangada é um dos principais, uma vez que o envelhecimento
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natural provoca alteragbes na cartilagem articular, tornando-a mais suscetivel ao
desgaste (Li, 2023). A obesidade também desempenha um papel significativo, pois o
excesso de peso aumenta a carga mecanica sobre as articulagdes do joelho, além de
estar associada a processos inflamatérios que podem acelerar a degeneragéo
articular (Jastowski et al., 2023). Lesdes prévias no joelho, como traumas ou cirurgias,
podem predispor ao desenvolvimento de OAJ devido a danos estruturais e alteragdes
biomecanicas (Li, 2023). A predisposicdo genética € outro fator relevante, com
estudos indicando que individuos com histérico familiar de osteoartrite tém maior
probabilidade de desenvolver a doenca (Jastowski et al., 2023). Além disso, a OAJ é
mais prevalente em mulheres, especialmente apdés a menopausa, possivelmente
devido a alteragbes hormonais e maior incidéncia de obesidade nesse grupo (Qiao et
al., 2024). Fatores socioeconémicos, raga/etnia e localizagdo geografica também
influenciam a prevaléncia e os desfechos clinicos da OAJ, refletindo diferengas no
acesso aos cuidados de saude e nas praticas culturais relacionadas a atividade fisica
e dieta (Callahan et al., 2021).

Embora a osteoartrite do joelho seja tradicionalmente associada a adultos
mais velhos, ha uma tendéncia crescente de incidéncia em populagbes mais jovens.
Fatores como obesidade infantil, sedentarismo e lesdes esportivas contribuem para o
aparecimento precoce da doencga, resultando em impactos socioecondmicos
significativos, incluindo perda de produtividade laboral e aumento dos custos com
saude (Li, 2023). Essa mudancga epidemioldgica destaca a necessidade de estratégias
preventivas e de manejo direcionadas para diferentes faixas etarias e grupos
demograficos. Além disso, as disparidades na prevaléncia e nos resultados da OAJ,
baseadas em fatores socioeconbémicos e geograficos, reforcam a importancia de
garantir acesso equitativo aos servigos de saude e de desenvolver intervengdes
personalizadas que considerem as especificidades de cada populagdo (Callahan et
al., 2021).

2.2 Modelos Experimentais da OA

Os modelos animais desempenham um papel essencial no estudo da OA,
permitindo uma compreensdo aprofundada dos mecanismos fisiopatologicos da
doenga, a avaliagdo de intervengdes terapéuticas e a simulagdo de sua progresséo
em humanos. A utilizagcdo desses modelos tem sido fundamental para o
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desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas, uma vez que possibilita a analise
dos processos inflamatorios e degenerativos da cartilagem e do osso subcondral em
um ambiente controlado. Por meio de diferentes estratégias experimentais,
pesquisadores podem explorar tanto os aspectos moleculares e celulares da doencga
quanto testar a eficacia de novos tratamentos antes da aplicagéo clinica (Dalevich &
Dyachenko, 2024).

Diversos modelos experimentais sao utilizados para a reproducdo das
caracteristicas da osteoartrite, podendo ser classificados em modelos induzidos
quimicamente, cirurgicamente e geneticamente modificados. Dentre os modelos
quimicos, destaca-se a injeg&o intra-articular de monoiodoacetato (MIA), amplamente
empregada para simular a OA. Esse modelo reproduz de forma eficaz a degeneracéo
da cartilagem e os processos inflamatorios associados a doenga, além de permitir a
avaliacdo da dor osteoartritica, um dos principais desafios no manejo clinico da
condigdo. A degradacgédo da matriz extracelular e a inflamagéo sinovial observadas
nesses modelos sdo semelhantes as alteragbes encontradas em pacientes com OA,
tornando o MIA um modelo amplamente aceito na pesquisa preé-clinica (Nascimento
et al., 2024).

Outro modelo amplamente utilizado na pesquisa da osteoartrite € 0 modelo
induzido cirurgicamente, sendo o mais comum a transec¢do do menisco medial
(MMT). Esse modelo permite estudar a progressao da OA ao longo do tempo e avaliar
a eficacia de terapias modificadoras da doencga, uma vez que promove a instabilidade
articular e a degradagao gradual da cartilagem, reproduzindo a osteoartrite secundaria
a traumas articulares. Além disso, a progressédo da OA nesse modelo permite a analise
de alteragbes na estrutura 0ssea subjacente, auxiliando no estudo das interagdes
entre a cartilagem, a sindvia e 0 0sso subcondral durante a evolugdo da doencga
(McKinney et al., 2024).

Os avangos na biotecnologia também possibilitaram o desenvolvimento de
modelos geneticamente modificados, que permitem a investigacdo de fatores
genéticos e moleculares que contribuem para a OA. Esses modelos s&o fundamentais
para a compreensao das vias de sinalizagédo envolvidas na degradagéao da cartilagem,
nas respostas imunes e nos processos inflamatorios crénicos que caracterizam a
doenga. Além disso, a manipulagcédo genética desses modelos possibilita o estudo do
impacto da expressao de determinadas proteinas e citocinas na progressao da OA,
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contribuindo para a identificagao de alvos terapéuticos especificos (Chenchula et al.,
2024).

Os modelos animais também sdo fundamentais para a investigagdo dos
mecanismos patogénicos da osteoartrite, permitindo a analise dos processos
inflamatérios e mecéanicos envolvidos na doenca. A liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, como IL-13 e TNF-a, tem sido amplamente estudada nesses modelos,
uma vez que desempenham um papel central na degradagdo da cartilagem e na
modulagao da resposta imune da sindvia (Xu et al., 2024). Além disso, a remodelagéo
Ossea e a degradagdo da matriz extracelular, impulsionadas pela atividade de
metaloproteinases (MMPs), sdo aspectos essenciais investigados por meio de
modelos experimentais, contribuindo para o desenvolvimento de estratégias
terapéuticas que visam a inibicdo dessas vias (Nascimento et al., 2024).

A avaliacdo dos mecanismos da dor osteoartritica € outro aspecto relevante
estudado por meio de modelos animais, sendo essencial para o desenvolvimento de
novos farmacos analgésicos. A modulagao das vias de sinalizagao nociceptiva, como
a prostaglandina E2 (PGEZ2) e os receptores de neuropeptideos, tem sido amplamente
estudada, visando a identificagdo de novas abordagens para o tratamento da dor
cronica associada a OA (Dalevich & Dyachenko, 2024).

Embora os modelos animais tenham um papel inestimavel na pesquisa da
osteoartrite, € fundamental considerar suas limitacdes e desafios éticos. A translagao
dos achados obtidos em modelos animais para a pratica clinica humana ainda
apresenta barreiras, uma vez que diferengas anatomicas e fisioloégicas entre as
espécies podem influenciar a resposta as terapias testadas. Além disso, questdes
éticas relacionadas ao uso de animais em pesquisa exigem esfor¢os continuos para
o refinamento dos modelos experimentais, visando reduzir o numero de animais
utilizados e garantir que os protocolos sigam diretrizes rigorosas de bem-estar animal.
Estratégias como o desenvolvimento de modelos tridimensionais baseados em cultura
de células e bioengenharia de tecidos estdo sendo exploradas como alternativas para
complementar os estudos in vivo e melhorar a aplicabilidade dos achados em
humanos (Chenchula et al., 2024).

Com isso, os modelos animais continuam sendo ferramentas essenciais para
0 avango da pesquisa na osteoartrite, permitindo a compreensao dos mecanismos da
doenca e o desenvolvimento de novas terapias. Apesar das limitacdes, a continua
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evolugdo desses modelos, aliada ao progresso da biotecnologia e da modelagem
computacional, pode contribuir para o aprimoramento das abordagens terapéuticas e
para uma melhor qualidade de vida dos pacientes afetados pela osteoartrite.

A indugao da osteoartrite (OA) por meio do iodoacetato monossddico (MIA)
tem sido amplamente utilizada na pesquisa experimental devido a sua capacidade de
replicar diversas caracteristicas da OA humana. Esse modelo apresenta vantagens
significativas, tornando-se uma ferramenta valiosa para a investigacdo dos
mecanismos da doenga e a testagem de novas terapias. No entanto, assim como
outros modelos experimentais, ele possui limitagdes que devem ser consideradas
pelos pesquisadores ao interpretar os resultados e transpor os achados para a pratica
clinica (Nascimento et al., 2024).

Dentre as principais vantagens do modelo MIA, destaca-se sua relevancia
fisiopatoldgica, pois a injecdo intra-articular dessa substancia induz a morte celular e
a perda de condrécitos, desencadeando um processo degenerativo que imita a
progressédo da OA humana. Além da degradacao da cartilagem, esse modelo reproduz
sintomas clinicos tipicos da doenga, como inflamacéao e dor articular, tornando-se util
para a avaliagdo de mecanismos fisiopatoldgicos subjacentes a OA (Nascimento et
al., 2024). Outra vantagem importante € a indugédo controlada da doenga, uma vez
que a concentragédo de MIA pode ser ajustada para regular a gravidade e a progresséo
da osteoartrite. Essa caracteristica permite que os pesquisadores elaborem projetos
experimentais personalizados, ajustando o protocolo conforme o objetivo do estudo,
seja para avaliar a fase inicial da doenga ou para investigar processos degenerativos
mais avangados (Merkuleva, 2023). Além disso, o modelo MIA facilita a avaliagéo
comportamental, sendo amplamente utilizado para testar a eficacia de farmacos
analgésicos e anti-inflamatorios. Estudos demonstram que esse modelo permite a
analise do efeito de diversas intervengdes farmacologicas, como o ibuprofeno e o
clodronato, sobre a dor e a inflamacgao articulares, contribuindo para a validacdo de
novos compostos terapéuticos antes da realizagdo de ensaios clinicos (Dalevich &
Dyachenko, 2024; Sasaki et al., 2024).

Apesar das vantagens, o modelo de osteoartrite induzida por MIA também
apresenta desafios e limitagdes que devem ser levados em consideragdo. Um dos
principais desafios € a complexidade da patologia induzida, pois o modelo desenvolve
mudangas patologicas ao longo do tempo que podem dificultar a interpretagdo dos
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resultados. A degeneracdo articular provocada pelo MIA envolve ndo apenas a
destruicdo da cartilagem, mas também respostas inflamatérias sistémicas e locais,
que podem variar conforme a dose utilizada e a espécie animal estudada (Sasaki et
al., 2024).

Além disso, as respostas especificas da espécie representam um fator critico
a ser considerado, pois as descobertas obtidas em modelos animais podem nao se
traduzir totalmente para as condi¢gdes humanas devido a diferencas na biomecanica
articular, na fisiologia e no metabolismo da cartilagem entre espécies (Sasaki et al.,
2024). Outro fator limitante do modelo MIA é a sensibilidade da técnica de injecéo,
uma vez que a inducdo consistente da OA depende da aplicagdo precisa do
iodoacetato monossodico na articulacdo. Pequenas variagcdes anatdmicas entre os
animais podem interferir na distribuicdo da substancia e, consequentemente, na
gravidade da doenga induzida, o que pode impactar a reprodutibilidade dos
experimentos (Merkuleva, 2023).

Embora o modelo de OA induzido por MIA seja fundamental para a pesquisa
da osteoartrite, suas limitagbes reforczam a necessidade de abordagens
complementares para garantir uma compreenséo abrangente da doencga e otimizar o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. A combinagédo desse modelo com
outros, como os modelos cirurgicos ou geneticamente modificados, pode fornecer
uma visdo mais completa dos mecanismos da OA e contribuir para a identificacdo de
alvos terapéuticos mais eficazes. Além disso, a integracdo de métodos avangados,
como a modelagem computacional e a bioengenharia de tecidos, pode auxiliar na
transposicdo dos achados experimentais para a pratica clinica, garantindo maior
precisdo na validagao de novos tratamentos para a osteoartrite.

2.3 Testes de Motricidade para Avaliagao da OA

A avaliagcédo da dor e da incapacidade em modelos animais de osteoartrite
(OA) é essencial para compreender a progressdo da doenga e testar a eficacia de
tratamentos terapéuticos. Os testes funcionais desempenham um papel crucial nesse
contexto, pois fornecem medidas quantitativas e objetivas das alteragdes
biomecanicas e comportamentais associadas a OA. Esses testes permitem avaliar o
impacto da dor na mobilidade dos animais e analisar deficiéncias funcionais que

refletem a perda de qualidade de vida observada em pacientes humanos. Por meio
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dessas técnicas, pesquisadores podem nao apenas quantificar o grau de disfungéo
articular e muscular, mas também verificar a resposta dos animais a diferentes
intervengdes terapéuticas (Palikov et al., 2020).

Dentre os principais testes de avaliagdo funcional empregados nos modelos
experimentais de OA, destaca-se o teste de sustentacido de peso, que mede a
distribuicdo do peso entre os membros traseiros dos animais. Esse teste é
fundamental para detectar a assimetria na locomog&o, um indicativo de dor articular e
de incapacidade motora. Em modelos de OA, observa-se uma redugéo significativa
no suporte de peso no membro afetado, refletindo o impacto da dor sobre a mobilidade
e o equilibrio do animal (Palikov et al., 2020). Outro teste amplamente utilizado é o de
alodinia mecénica, avaliado por meio do teste de von Frey, que consiste na aplicagéo
de estimulos mecanicos para medir a sensibilidade do animal. Modelos experimentais
de OA apresentam limiares reduzidos de retirada da pata, indicando
hipersensibilidade a dor mecanica, um dos sintomas mais relevantes da doenga em
humanos. Esse teste tem sido utilizado para correlacionar a progressao da osteoartrite
com a intensidade da dor neuropatica e inflamatoria (Xu et al., 2020; Palikov et al.,
2020).

Além da avaliagao da sensibilidade dolorosa, a medi¢ao da forgca de preensao
€ outro parametro relevante na avaliacdo da funcido muscular e da incapacidade
motora associada a OA. Esse teste permite quantificar a forca exercida pelos
membros do animal ao segurar uma barra ou plataforma especifica, sendo utilizado
para avaliar a perda de forga muscular decorrente da degeneragao articular. Estudos
demonstram que animais com OA apresentam redugdes significativas na forga de
preensao, refletindo ndo apenas a disfuncéo articular, mas também o impacto da
doenga sobre a musculatura adjacente a articulagdo afetada (Palikov et al., 2020;
Gervais et al., 2019).

A relevéancia translacional dos testes funcionais em modelos de OA é um
aspecto critico para a validacdo das abordagens experimentais e para sua
aplicabilidade na pesquisa clinica. Modelos baseados em animais de grande porte,
como ovelhas, tém fornecido informagdes valiosas sobre os mecanismos da dor
articular, pois apresentam caracteristicas biomecéanicas e respostas neurofisiologicas
mais semelhantes as dos humanos do que os modelos de roedores. Estudos

demonstram que a excitabilidade neuronal nos ganglios da raiz dorsal € aumentada
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nesses modelos, o que reforga sua utilidade para a compreensdo dos mecanismos
centrais e periféricos da dor osteoartritica (Chakrabarti et al., 2021). Além disso,
analises comparativas entre diferentes modelos murinos, como o modelo de
desestabilizagdo do menisco medial (DMM) e o de transecgao do ligamento cruzado
anterior (ACL), mostram variagées nos marcadores de dor e nos desfechos funcionais.
Esses achados indicam que nenhum modelo isolado pode capturar toda a
complexidade da OA, sendo necessaria a utilizagdo de multiplos modelos para obter
uma visao mais abrangente da doencga e de seus impactos na fungdo motora (Croen
et al., 2023).

Embora os testes funcionais sejam ferramentas indispensaveis para o estudo
da dor e da incapacidade na OA, algumas limitagdes ainda precisam ser abordadas
para aumentar sua aplicabilidade clinica. Pesquisadores argumentam que, apesar de
fornecerem medidas objetivas da disfungédo articular, esses modelos podem nao
replicar completamente as condi¢cdes humanas da OA, devido a diferengas
anatbmicas e fisioldgicas entre espécies. Além disso, fatores como a variagédo no
comportamento dos animais e a subjetividade na interpretagédo dos resultados podem
influenciar a reprodutibilidade dos achados experimentais. Por esse motivo, ha uma
necessidade continua de refinamento e validagdo desses modelos, de modo a
aprimorar sua relevancia translacional e garantir que os resultados obtidos possam

ser efetivamente aplicados no desenvolvimento de novas terapias para a osteoartrite.

2.4 Dimorfismo Sexual na OA Experimental

As diferengas sexuais na suscetibilidade e progressao da osteoartrite (OA)
sdo evidentes em diversos aspectos, incluindo prevaléncia, percep¢ao da dor e
mecanismos biolégicos. As mulheres apresentam uma maior prevaléncia de OA,
particularmente no joelho, e relatam sentir dor mais intensa do que os homens. Essas
disparidades sao atribuidas a uma interagdo complexa entre fatores genéticos,
hormonais e biomecanicos, influenciando a manifestacdo da doenca e a resposta ao
tratamento. Estudos epidemioldgicos indicam que, embora a prevaléncia da OA do
quadril varie dependendo do critério diagndstico, a OA sintomatica do quadril € mais
comum em mulheres, o que sugere que as diferencas bioldgicas e estruturais entre
0s sexos podem impactar a progressao da doenga de maneira diferenciada (Faber et
al., 2024).
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A percepcédo da dor na OA também apresenta diferengas entre homens e
mulheres, sendo as mulheres mais propensas a relatar dor intensa associada a
doenca. Essa sensibilidade aumentada pode ser explicada por diferengas especificas
do sexo nas vias da dor e na biologia Ossea, influenciadas tanto pela regulacéo
hormonal quanto por fatores genéticos. A modulagdo da dor na OA é parcialmente
regulada por genes expressos nos ostedcitos, e pesquisas sugerem que a regulagéo
mecanica desses genes ocorre de maneira distinta entre os sexos, o que pode
contribuir para a maior suscetibilidade das mulheres a dor osteoartritica (Jones et al.,
2024).

No nivel biolégico e metabdlico, as adipocinas, como a leptina e a resistina,
desempenham um papel relevante na patogénese da OA e apresentam variagdes
especificas entre os sexos. Essas citocinas pré-inflamatérias estdo envolvidas no
metabolismo articular e na degradagcdo da cartilagem, sendo que os homens
apresentam niveis séricos mais elevados de certas adipocinas em comparacio as
mulheres. Essa diferenca pode influenciar a inflamacgao articular e a progressao da
doenca, além de modular a resposta a dor e a capacidade de reparagao tecidual
(Economou et al., 2024).

As influéncias genéticas e hormonais também desempenham um papel
essencial na evolugdo da OA. A expressdo génica diferenciada entre os sexos,
combinada com os efeitos dos hormdénios sexuais, como o estrogénio, impacta
diretamente a progressdo da doencga. A queda dos niveis de estrogénio apds a
menopausa, por exemplo, tem sido associada a um aumento na degradagdo da
cartilagem e na inflamagéo articular, aléem de afetar negativamente a homeostase
Ossea e a sensibilidade a dor (Wang et al., 2024). Esses achados reforcam a
importancia de considerar as diferengas hormonais no desenvolvimento de estratégias
terapéuticas para a OA.

Apesar das evidéncias que demonstram disparidades significativas na OA
entre 0s sexos, as pesquisas pre-clinicas frequentemente ignoram os mecanismos
especificos do sexo feminino, o que pode resultar em uma compreensao incompleta
da progressao da doenga em mulheres. A maioria dos modelos experimentais de OA
utiliza predominantemente animais machos, negligenciando a influéncia de fatores
hormonais e genéticos que podem modificar a resposta a doenga e ao tratamento

(Dvir-Ginzberg et al., 2024). Esse viés metodoldgico ressalta a necessidade urgente
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de ampliar os estudos que investigam as particularidades da OA em mulheres, visando
o desenvolvimento de terapias mais eficazes e personalizadas para ambos os sexos.

Embora as evidéncias apontem para diferengas sexuais significativas na OA,
0S mecanismos subjacentes ainda ndo sao completamente compreendidos. Fatores
como influéncias hormonais, composi¢cao corporal e aspectos comportamentais
podem contribuir para essas disparidades, exigindo pesquisas adicionais para
esclarecer sua interagdo e impacto na progressdo da doenga. O aprofundamento
desses estudos é fundamental para melhorar o manejo clinico da OA, possibilitando
intervengdes mais direcionadas e eficazes. Compreender essas diferengas sexuais €
essencial para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas personalizadas, visando
a reducao da dor, a preservacao da funcao articular e a melhora da qualidade de vida
dos pacientes afetados pela osteoartrite.

Griffin et al. (2024), em seu estudo indicam diferengas sexuais significativas
na osteoartrite (OA) em modelos animais, particularmente em camundongos, o que
reforga a necessidade de abordagens experimentais mais inclusivas que considerem
as variagbes biologicas entre os sexos. Essas diferencas se manifestam
principalmente nas respostas metabdlicas, na percepgao da dor e na progresséo da
doenga, sugerindo que os mecanismos subjacentes a OA podem ser modulados pelo
sexo bioldgico e por fatores hormonais. A influéncia do sexo na OA se estende desde
alteragdes na inflamacédo e degradagdo da cartilagem até a percepcdo da dor,
impactando diretamente os resultados da pesquisa e o desenvolvimento de terapias
mais eficazes e personalizadas.

Estudos demonstram que as respostas metabdlicas e inflamatérias a OA
variam entre camundongos machos e fémeas, especialmente quando expostos a
dietas ricas em gordura. Camundongos machos apresentam maior patologia
cartilaginosa e desenvolvimento de ostedfitos, enquanto as fémeas exibem uma
expressdo aumentada de genes pro-inflamatorios nos tecidos articulares. Esses
achados sugerem que processos celulares especificos do sexo desempenham um
papel essencial na patogénese da OA em seus estagios iniciais. As diferencas na
resposta inflamatéria podem estar relacionadas a variagdes nos niveis de adipocinas
e na sinalizagdo de citocinas pro-inflamatorias, que afetam a progressdo da
degeneragdo articular de maneira distinta entre os sexos (Griffin et al., 2024).

Além das diferencgas inflamatorias, a percepcéo da dor na OA também varia
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entre os sexos, com camundongos fémeas apresentando niveis mais elevados de dor
associada a doenga em comparagao aos machos. Esse fendbmeno pode estar
relacionado aos efeitos protetores do estrogénio, que modulam tanto a inflamacéo
articular quanto os circuitos neuronais envolvidos na dor. Essa disparidade destaca
um dos principais desafios no estudo da dor osteoartritica, pois grande parte dos
modelos experimentais utiliza predominantemente camundongos machos, o que pode
comprometer a translagdo dos achados para a populagdo feminina (Parsania et al.,
2024). Compreender as variagdes na sensibilidade a dor entre os sexos é essencial
para o desenvolvimento de terapias analgésicas eficazes e direcionadas,
especialmente considerando que as mulheres apresentam maior prevaléncia de OA
sintomatica e frequentemente relatam niveis mais altos de dor do que os homens.

Apesar dessas evidéncias robustas sobre a influéncia do sexo na OA, muitas
pesquisas ainda favorecem o uso de modelos masculinos, o que pode distorcer a
compreensao dos mecanismos fisiopatologicos da doenga. Além disso, revisdes que
analisaram modelos de animais grandes revelaram a falta de uma investigacéo
abrangente sobre os efeitos do sexo e da idade na OA, o que limita a aplicabilidade
translacional dos achados experimentais. A priorizacdo de ambos 0s sexos nos
estudos pré-clinicos € fundamental para aumentar a relevancia dos resultados e
garantir que as terapias desenvolvidas possam beneficiar igualmente homens e
mulheres (Dvir-Ginzberg et al., 2024; Stewart et al., 2024).

Por outro lado, alguns pesquisadores argumentam que o0s modelos
masculinos oferecem vantagens especificas, pois podem fornecer informagdes mais
claras sobre a rapida progressdo da OA. Essa perspectiva sugere que a melhor
abordagem ndo seria a exclusdo de um dos sexos, mas sim uma estratégia equilibrada
gue incorpore tanto machos quanto fémeas nos estudos experimentais, reconhecendo
as contribuicbes exclusivas de cada um. A implementagcdo de metodologias mais
inclusivas e diversificadas poderia melhorar a qualidade da pesquisa, levando a
tratamentos mais eficazes e personalizados para a OA.

Diante desse cenario, torna-se essencial ampliar a pesquisa sobre as
diferencas sexuais na osteoartrite, ndo apenas para refinar os modelos pré-clinicos,
mas também para garantir que as descobertas sejam aplicaveis de maneira equitativa
a populacdo humana. O avango do conhecimento nessa area permitira o

desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais precisas e direcionadas, levando
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em consideragao as particularidades biolégicas e hormonais de cada sexo para

melhorar os desfechos clinicos e a qualidade de vida dos pacientes com OA.

3 OBJETIVOS
3.1 Geral
e Caracterizar histologicamente a osteoartrite (OA) induzida experimentalmente
em ratos, correlacionando os achados morfolégicos com os paréametros

comportamentais de motricidade em machos e fémeas.

3.2 Objetivos Especificos

e Relacionar os dados comportamentais, investigando a progressdo da OA e seu
impacto na funcionalidade articular em machos e fémeas;

e Avaliar histologicamente as alteragdes morfoldgicas na cartilagem articular e
nos tecidos adjacentes;

e Identificar alteragdes histologicas comparando-as entre machos e fémeas;

e Comparar a evolugao da OA entre machos e fémeas, identificando possiveis
diferengas na resposta histologica e funcional.

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 Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Maranh&o. Os animais foram
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 padrdo e agua. Antes do
inicio do experimento, os animais foram aclimatados por um periodo de sete dias.

O protocolo anestésico foi realizado sob anestesia geral, induzida por
administragao intraperitoneal de cloridrato de cetamina (50 mg/kg), cloridrato de
midazolam (1 mg/kg) e cloridrato de tramadol (5mg/kg), com manuteng&o anestésica
em mascara de isofluorano a 2,5%. A inducéo da osteoartrite foi realizada através de
uma injecdo intra-articular de Monoiodoacetato de Sédio (MIA) no joelho direito dos
ratos (2 mg/kg). A administrac&o foi realizada no espaco intra-articular, com o joelho
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flexionado, utilizando-se o ligamento patelar lateral como referéncia anatémica.

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 Laboratorio 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 | - animais machos saudaveis (n=6) - animais que nao foram submetidos
ao protocolo experimental,

e Grupo Il — animais fémeas saudaveis - animais que ndo foram submetidos ao
protocolo experimental (n=6);

e Grupo |l - animais machos submetidos ao protocolo experimental e nao
tratados (n=6);

e Grupo IV - animais machos submetidos ao protocolo experimental e tratados
com AINE (anti-inflamatorio ndo esteroidal, Meloxican, 1mg/kg), durante 28
dias, 1x ao dia, por gavagem (n=6);

e Grupo V - animais fémeas submetidas ao protocolo experimental e nao tratadas
(n=6);

e Grupo VI - animais 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
4.3.1 Weigh Bearing

O teste de sustentagcdo de peso (WB) ou incapacitacdo estatica avalia a
distribuicdo 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 de OA.

Os animais foram colocados em um equipamento composto por duas
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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 afericbes consecutivas para assegurar a
consisténcia das medic¢des. A férmula empregada para calcular a distribuicdo 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 n&o 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 iluminagao suave, para reduzir o estresse dos animais.

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.

ApoOs um periodo de ambientagdo de 30 minutos, aplicaram-se filamentos
calibrados de Von Frey (4g, 10g e 300g) na sequéncia de for¢ga 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
sensibilizagao, houve um intervalo minimo de 30 segundos entre cada aplicagéo.

O caélculo do limiar nociceptivo de retirada da pata (LNRP) foi realizado
utilizando a férmula: LNRP (%) = LNRPA/ LNRPA + LNRPC x 100, onde LNRPA foi o
limiar da pata afetada, e LNRPC o limiar da pata contralateral. Todas as medicoes
foram realizadas por avaliadores cegos em relagdo aos grupos experimentais,

reduzindo possiveis vieses interpretativos. O teste foi finalizado apoés trés respostas
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consecutivas idénticas (positivas ou negativas).

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 giratério de 30 cm de diametro, revestido por uma malha de
aco 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: Claudicacdo leve; 3:
Claudicacgao grave; 4: Desuso intermitente; 5: Desuso completo.

Os testes foram realizados em triplicata, e os resultados foram expressos
como a média das pontuagdes atribuidas por trés avaliadores cegos.

4.4 Coleta, descalcificacao e processamento histolégico

Nos dias 0 e 28 apods a indugdo da OA, os animais foram eutanasiados
utilizando uma dose letal de anestésico (cloridrato de cetamina 300 mg/kg e cloridrato
de xilazina 30 mg/kg, administrados intraperitonealmente). Apods a confirmagéo do
obito, realizou-se a dissec¢ao cuidadosa da articulagdo do joelho (fémur-tibio-patelar),
abrangendo o ter¢o médio do fémur até o tergco médio da tibia. As articulagdes foram
fixadas em formol a 10% tamponado com solugéo de fosfato de sodio (PBS) por um
periodo de 48 horas. A descalcificacdo foi realizada utilizando solucdo de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) a 20% por 20 dias, com trocas diarias da solugéo
para garantir uma descalcificagdo uniforme e completa. Este método foi escolhido por
sua capacidade de preservar as estruturas histolégicas, evitando a degradacao da
cartilagem.

Ap6s a descalcificagdo, as articulagbes foram desidratadas em séries
crescentes de alcoois (50%, 70%, 80%, 90%, 95% e absoluto) e diafanizadas em xilol,
sendo posteriormente incluidas em blocos de parafina. Cortes histologicos de 5 ym
de espessura foram realizados em micrétomo rotativo, permitindo a obtencdo de
secgdes homogéneas e precisas. As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina
(HE) possibilitando a avaliagdo de parametros como integridade da cartilagem,
presenca de fissuras, proliferacdo celular no osso subcondral e sinais de inflamagao
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sinovial. As imagens foram capturadas utilizando um microscépio Optico de alta

resolucdo, e os resultados foram documentados em um sistema de analise digital.

4.5 Analise estatistica

Ap0s teste de normalidade, como o Shapiro-Wilk, foi determinada a avaliagao
estatistica mais adequada a ser utilizada. Para os dados que nao apresentem
distribuicdo normal, serdo aplicados testes ndo paramétricos (Tukey). Os dados que
nao apresentaram distribuicdo normal, foram aplicados testes paramétricos (teste “t”
de Student) e para verificagdo da existéncia ou ndo de homogeneidade entre as
variancias, seguido da analise de variancia (ANOVA). O nivel de significancia adotado
foi de 5%, ou seja, p<0,05.

5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Testes comportamentais

A OA induzida por MIA possibilita a avaliagdo de comportamentos
relacionados a dor e inflamagéo, que sao os principais sintomas clinicos da doenca.
O modelo permite testar a eficacia de analgésicos e anti-inflamatérios, fornecendo
insights valiosos sobre a redugéo da hiperalgesia e o controle da inflamacéo articular
(Dalevich; Dyachenko, 2024). Isso é particularmente relevante, dado que a dor crbnica
associada a OA é um dos principais fatores de redugao da qualidade de vida dos
pacientes.

Embora os testes sejam amplamente utilizados em estudos de OA, um dos
fatores limitantes mais comum é a subjetividade que pode ocorrer nas analises por
parte dos avaliadores, pois essas avaliacbes frequentemente dependem da
interpretacéo do experimentador sobre os comportamentos de dor e disfung¢ado, o que
pode levar a variabilidade nos resultados. E cabivel e oportuno destacar que apesar
dessas limitagbes, os testes comportamentais continuam sendo ferramentas
indispensaveis para explorar a dor multifacetada da OA, que compreende aspectos
sensoriais, motores e emocionais. Métodos como o Rota Rod, Von Frey e a analise
de marcha sdo amplamente utilizados para avaliar os sintomas de dor e disfungao
motora em modelos de OA.

O’brien & Mcdougall (2024) e Fukui et al. (2023) relataram em seus estudos
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que a interpretacdo desses sinais pode variar entre avaliadores, aumentando a
variabilidade interobservador. Comportamentos relacionados a ansiedade,
frequentemente associados a dor cronica, também sdo avaliados por meio de testes
como o labirinto em cruz elevado e o campo aberto. Essas avaliagdes, embora
relevantes, sdo ainda mais subjetivas, dependendo fortemente da percepcédo do
experimentador sobre as respostas dos animais (Mlost et al., 2024). Essa
dependéncia da interpretacdo humana é uma fonte importante de vieses,
comprometendo a reprodutibilidade dos resultados.

Para minimizar os vieses associados a subjetividade, diversas abordagens
objetivas tém sido propostas para complementar os testes comportamentais
tradicionais. Registros extracelulares de unidade unica oferecem dados precisos
sobre a atividade dos nociceptores articulares. Esses métodos identificam aumentos
na frequéncia de disparos aferentes em modelos de OA, indicando sensibilizag&o
periférica e correlacionando-se diretamente com os comportamentos de dor (O’brien;
Mcdougall, 2024). Além disso, estudos como os de Fukui et al. (2023) destacaram que
modelos de OA, como o de extrusdo do menisco medial (MME), apresentam aumento
na expressdo de citocinas inflamatodrias (IL-13, TNF-a) e degradagdo da matriz
cartilaginosa. Essas alteragbes bioquimicas oferecem evidéncias objetivas da
progressdo da doenga, complementando os achados comportamentais. Métodos
avangados, como ressonancia magnética funcional (fMRI) e tomografia por emisséo
de positrons (PET), permitem a visualizag&o de alteragdes estruturais e funcionais em
tempo real. Essas tecnologias ajudam a correlacionar as respostas comportamentais
com mudangas especificas no sistema nervoso central e nas articulagbes afetadas.

Embora as medidas objetivas aumentem a confiabilidade dos modelos de OA,
elas n&do captam integralmente a complexidade da dor, que inclui dimensdes
emocionais e psicologicas. A dor crénica associada a OA é uma experiéncia
multifacetada, que envolve componentes sensoriais, afetivos e cognitivos. Assim, os
testes comportamentais, apesar de sua subjetividade, permanecem essenciais para
compreender a dor como um todo. A integragéo de abordagens subjetivas e objetivas
é fundamental para aprimorar a validade dos modelos experimentais. Essa
combinagao permite uma analise mais abrangente da OA, fornecendo insights tanto
sobre os mecanismos subjacentes da doenga quanto sobre a eficacia de potenciais

intervencdes terapéuticas. A medida que novas tecnologias e métodos avangam, é
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provavel que a subjetividade nos testes comportamentais seja progressivamente
reduzida, aumentando a robustez dos resultados e sua aplicabilidade clinica.

A analise do desempenho motor no teste de Rota Rod forneceu informagdes
detalhadas sobre a coordenacdo motora, equilibrio e resisténcia fisica em ratos
submetidos a osteoartrite (OA) induzida por monoiodoacetato de sédio (MIA). O teste
revelou diferengas marcantes entre os grupos experimentais e destacou o impacto do
tratamento na recuperacdo motora, bem como as variacbes na resposta entre os
SEXos.

Nas fémeas, houve diferenca estatisticamente significativa em dois tempos
experimentais. No Dia 4, foi observada uma redugdo no tempo de permanéncia no
cilindro giratério no grupo nao tratado em comparagéo ao grupo saudavel, indicando
um prejuizo motor inicial devido a progressdo da OA. Esse achado sugere que a
inflamacgé&o articular precoce ja impacta negativamente a funcionalidade motora em
estagios iniciais da doenga. No Dia 21, tanto o grupo tratado quanto o grupo n&o
tratado apresentaram pior desempenho em comparagao ao grupo saudavel, indicando
que, mesmo com o tratamento, as fémeas nao recuperaram completamente a
funcionalidade motora até esse momento do experimento. Esses achados sugerem
que, embora a dor e a inflamacdo possam ser moduladas pelo tratamento, a
recuperacao motora pode demandar um tempo maior para ocorrer. Estudos como os
de Valdrighi et al. (2023) destacam que a resposta motora ao tratamento pode ser
mais tardia devido a processos regenerativos da cartilagem que ocorrem de maneira
progressiva.

Nos machos, foram observadas diferengas estatisticamente significativas em
trés tempos experimentais. No Dia 4, o grupo nao tratado apresentou um desempenho
motor significativamente reduzido em comparagao ao grupo saudavel, reforcando que
a OA induzida por MIA compromete a coordenagado motora desde os primeiros dias
apdés a inducado da lesdo. Além disso, também foi observada uma diferenca
significativa entre os grupos tratado e ndo tratado, sugerindo que os machos tratados
tiveram uma leve melhora na coordena¢ao motora nesse momento inicial. No Dia 7,
houve diferenga entre o grupo saudavel e o grupo nao tratado, indicando que, apesar

de uma possivel adaptagdo parcial, o prejuizo motor ainda estava presente nos
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animais sem intervengao terapéutica. No Dia 28, o grupo nao tratado continuou
apresentando uma diferencga significativa em relagdo ao grupo saudavel, enquanto o
grupo tratado ndo mostrou essa diferenca, sugerindo que, ao longo do tempo, o
tratamento pode ter contribuido para uma recuperagao progressiva, ainda que mais
tardia do que o esperado.

A diferenca temporal na resposta entre machos e fémeas pode ser explicada
por diversos fatores. A modulacédo da inflamacao e da dor pode ocorrer de maneira
distinta entre os sexos devido a influéncia hormonal, como sugerido por Pucha et al.
(2020). O estrogénio pode atuar promovendo mecanismos de proteg&o tecidual e
facilitando a regeneracéo, enquanto a testosterona pode nao ter o mesmo efeito
regenerativo, resultando em uma resposta mais tardia ao tratamento nos machos.
Além disso, a literatura sugere que fémeas apresentam maior sensibilidade a dor
neuropatica e, por consequéncia, podem apresentar um impacto motor mais
acentuado nos estagios iniciais da OA (Fan et al., 2023). No entanto, a auséncia de
uma melhora significativa no desempenho motor das fémeas tratadas em relagéo as
nao tratadas no Dia 21 reforga a hipétese de que a dor e a fungdo motora podem nao
ser moduladas de maneira direta e simultédnea pelo tratamento.

Os resultados do teste de Rota Rod destacam a importancia do tratamento na
modulagao da dor e na recuperagao da funcionalidade motora em ratos com OA. A
melhora significativa observada nos grupos tratados reforga a eficacia do protocolo
terapéutico aplicado, enquanto a diferenga temporal entre os sexos sublinha a
necessidade de considerar variaveis sexuais em estudos preé-clinicos. Esses achados
também enfatizam o potencial do modelo de OA induzida por MIA como uma
ferramenta robusta para avaliar intervencdes terapéuticas destinadas a melhorar a
funcionalidade motora e reduzir a dor associada a OA (Morais et al., 2024; Valdrighi

et al., 2023).

Figura 1 - Avaliagcdo da dor espontanea pela deambulacéo forgada - ROTARORD.
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Legenda: Em A, fémeas. Em B — machos. Os resultados foram expressos como média +
desvio padréo. p < 0,05: Diferenga estatisticamente significativa entre os grupos comparados.
p < 0,01: Diferenga altamente significativa entre os grupos comparados e p < 0,001: Diferenga
extremamente significativa entre os grupos comparados.

Os resultados obtidos no teste de Von Frey (Figura 2) forneceram uma analise
detalhada da alodinia mecénica em ratos com osteoartrite (OA) induzida por MIA,
permitindo uma compreens&o mais profunda da sensibilidade a dor e da eficacia das
intervengdes terapéuticas. Este teste, amplamente utilizado para medir a
hipersensibilidade mecanica, revelou diferengas importantes entre os grupos tratados
e nao tratados, bem como entre os sexos.

Nas fémeas, diferengas estatisticamente significativas foram observadas em
dois tempos experimentais. No Dia 7, o grupo n&o tratado apresentou um limiar
nociceptivo significativamente reduzido em comparagéo ao grupo saudavel, indicando
um aumento precoce da sensibilidade a dor devido a OA. Esse resultado corrobora

estudos prévios que sugerem que fémeas podem apresentar uma resposta mais
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rapida a inflamagdo articular, levando a um desenvolvimento precoce da
hipersensibilidade mecanica (Fan et al., 2023). No Dia 28, essa diferenca ainda era
evidente entre o grupo saudavel e o grupo nao tratado, sugerindo que, na auséncia
de intervencéo terapéutica, a hipersensibilidade mecénica persistiu ao longo do
tempo. A auséncia de diferenga significativa entre os grupos tratado e n&o tratado
indica que o tratamento nao foi eficaz na reversao da hipersensibilidade mecénica em
fémeas, possivelmente devido a fatores hormonais que modulam a dor de maneira
distinta nesse sexo (Han et al., 2021).

Nos machos, diferengas estatisticas foram observadas em trés tempos
experimentais. No Dia 4, o grupo nao tratado apresentou um limiar significativamente
menor em comparagdo ao grupo saudavel, evidenciando que a hipersensibilidade
mecanica foi induzida precocemente nesse sexo. Isso pode indicar que a OA induzida
por MIA gera uma resposta inflamatdria intensa logo nos primeiros dias apds a injecéo,
levando a uma reducédo do limiar de dor.

No Dia 21, uma diferencga significativa foi observada entre o grupo saudavel e
o grupo tratado, sugerindo que, embora o tratamento tenha reduzido a sensibilidade
a dor, essa reducio ainda nao foi suficiente para restaurar completamente o limiar
nociceptivo aos niveis do grupo controle.

Por fim, no Dia 28, tanto o grupo tratado quanto o grupo ndo tratado
apresentaram limiares de dor significativamente menores em relagdo ao grupo
saudavel, reforcando que, apesar da melhora promovida pelo tratamento, a
hipersensibilidade mecanica ainda estava presente em estagios mais tardios da OA.

A diferenga na resposta entre machos e fémeas pode estar relacionada a
fatores hormonais e metabdlicos que influenciam a percepgao da dor e a eficacia dos
tratamentos. Segundo Bharde et al. (2023), a testosterona pode desempenhar um
papel menos protetor em relagao ao estrogénio, resultando em um efeito terapéutico
mais lento e menos pronunciado nos machos. Além disso, a hipersensibilidade
persistente observada no Dia 28 nos grupos tratados pode indicar que a progresséo
da OA ultrapassa a capacidade do tratamento utilizado para modular completamente

a resposta dolorosa nessa fase mais avangada da doenca.
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A hipersensibilidade mecanica observada neste estudo se correlacionou
fortemente com alteragbes histologicas descritas em outros estudos, como a
degradagdo da cartilagem e o aumento da inflamac&o articular. Valdrighi et al. (2023)
relataram que as fémeas tendem a apresentar uma hipersensibilidade mais precoce
e pronunciada, enquanto os machos frequentemente exibem maior severidade nos
danos estruturais em estagios mais avangados da OA. Esses achados reforcam a
importancia de integrar avaliagdes comportamentais, como o teste de Von Frey, com
analises histologicas e moleculares para fornecer uma visdo abrangente dos
mecanismos subjacentes a dor e a progressao da doencga.

Comparando os resultados deste estudo com os de Morgan et al. (2024), que
exploraram o papel da sinalizacdo de BDNF/TrkB na dor de OA, observa-se que a
sensibilidade mecanica medida pelo teste de Von Frey € um pardmetro-chave para
avaliar a eficacia terapéutica. Estudos envolvendo células-tronco mesenquimais
derivadas da medula éssea (BM-MSCs) e células-tronco mesenquimais diferenciadas
condrogénicas (CD-MSCs), como o de Saleh (2023), também destacaram o uso do
teste de Von Frey para avaliar a redugdo da dor e da inflamacéo, indicando seu valor
como ferramenta translacional em pesquisas pré-clinicas.

Nossos resultados apontam para a necessidade de abordagens terapéuticas
personalizadas, que levem em consideragao as diferengas bioldgicas e hormonais
entre os sexos. A eficacia mais rapida do tratamento nas fémeas e a resposta mais
tardia nos machos ressaltam a importancia de adaptar as estratégias terapéuticas

para otimizar os resultados em diferentes contextos bioldgicos.
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Figura 2 - Avaliac&do do limiar nociceptivo da retirada de pata pelo método de VON
FREY.
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Legenda: Em A, fémeas. Em B — machos. Os resultados foram expressos como média +
desvio padrao. p < 0,01: Diferenga altamente significativa entre os grupos comparados e p <
0,001: Diferenga extremamente significativa entre os grupos comparados.

Os resultados do teste de sustentacdo de peso (Weight Bearing) evidenciaram
diferengas importantes entre os grupos experimentais. A analise da distribuicdo de
peso entre os membros pélvicos revelou padrdes distintos de resposta a dor, a lesao
articular e as intervengdes terapéuticas, destacando as variagdes entre os grupos
experimentais e entre os sexos. Nas fémeas, houve diferenca estatisticamente
significativa apenas no Dia 28 entre o grupo saudavel e o grupo tratado, indicando
que, mesmo apos quatro semanas de experimento, os animais tratados ainda n&o

haviam recuperado completamente a capacidade funcional da pata afetada.
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Esse achado sugere que, embora o tratamento tenha proporcionado certo
nivel de alivio da dor e melhora na sustentacao de peso, ele nao foi suficiente para
restaurar a funcionalidade ao nivel dos animais saudaveis. Esse resultado esta de
acordo com Valdrighi et al. (2023), que destacam que a recuperagao funcional em
modelos de OA pode ser limitada quando a degeneragao tecidual ja esta avangada,
especialmente se ndo houver um estimulo regenerativo adicional. A demora na
resposta ao tratamento também pode estar associada a um efeito prolongado da
inflamag&o, modulada por fatores hormonais especificos das fémeas, como os niveis
de estrogénio, que desempenham papel na regulagdo da inflamacgao e da dor (Pucha
et al., 2020).

Nos machos, ndo foram observadas diferengas estatisticamente significativas
entre os grupos tratado e n&o tratado, sugerindo que o tratamento n&do promoveu uma
recuperacdo mensuravel da funcionalidade nesse grupo. A auséncia de diferenca
entre os grupos tratados e n&o tratados indica que os machos podem apresentar uma
menor sensibilidade a terapia utilizada ou que os efeitos do tratamento sobre a
funcionalidade articular podem ser mais limitados nesse sexo. De acordo com Pucha
et al. (2020), machos tendem a desenvolver maior severidade nas alteragdes
estruturais da OA em estagios avangados, o que pode comprometer a eficacia de
abordagens terapéuticas que visam reduzir a inflamagdo, mas nao promovem
regeneracao articular significativa.

A analise especifica da distribuicdo de peso entre os membros pélvicos
(Figura 3) nado revelou diferengas estatisticamente significativas entre os grupos
tratados e ndo tratados, independentemente do sexo. Esses achados destacam a
importancia de analises complementares para a compreensao de todas as nuances
das respostas comportamentais e terapéuticas. Kishnan et al. (2024 ) enfatizaram que
o suporte de peso ipsilateral isoladamente pode ser insuficiente para capturar todas
as alteracdes associadas a dor e a funcionalidade em periodos experimentais mais
longos, sugerindo a integragdo de abordagens adicionais, como testes
comportamentais complementares e analises histologicas.

Valdrighi et al. (2023) relataram que o estrogénio desempenha um papel
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significativo na modulagédo da resposta inflamatéria e na regeneracgéo tecidual. Por
outro lado, os resultados observados em nosso estudo nos machos corroboram
parcialmente os achados de Pucha et al. (2020), que indicaram menor eficacia
terapéutica em individuos do sexo masculino, especialmente em modelos com danos
mais avangados. Além disso, Cheong et al. (2023) destacaram que intervengdes
baseadas em compostos naturais, como complexos de ervas, podem apresentar
maior eficacia em fémeas devido a sua resposta inflamatéria mais pronunciada e,
portanto, mais suscetivel a terapias moduladoras.

Os resultados obtidos nessa pesquisa reforcam a necessidade de considerar
variaveis sexuais em estudos de OA, especialmente no desenvolvimento de
estratégias terapéuticas personalizadas. A resposta mais evidente das fémeas ao
tratamento sublinha a importédncia de investigar os mecanismos hormonais e
metabdlicos que modulam a progressao da doencga e a eficacia das intervengdes. Por
outro lado, a menor sensibilidade dos machos ao tratamento sugere a necessidade de
explorar terapias alternativas ou complementares que possam abordar as
particularidades biolégicas desse grupo. Estudos futuros devem buscar integrar
diferentes metodologias e expandir as analises para otimizar a compreensdo dos
mecanismos da OA, assim como tratamentos especificos levando-se em

consideragao a variavel sexo.
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Figura 3 - Avaliagdo da distribuicdo de pesos sobre as patas traseiras — WEIGHT
BEARING.
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Legenda: Em A, fémeas. Em B — machos. Os resultados foram expressos como média +
desvio padrao.

5.2 Analises histolégicas

Os resultados histologicos da articulagdo do joelho em modelo experimental
de osteoartrite (OA) em ratos induzidos por MIA oferecem uma compreenséo
detalhada dos processos degenerativos envolvidos na progressédo da OA e destacam
a eficacia de intervengdes terapéuticas. Este modelo é amplamente utilizado na
pesquisa pré-clinica devido a sua capacidade de replicar caracteristicas essenciais da
OA humana, como a degeneracdo da cartilagem, a inflamacé&o cronica e a apoptose
de condrdcitos. Tais caracteristicas tornam este modelo uma ferramenta viavel para a
investigacdo da fisiopatologia da doenga e para o desenvolvimento de terapias
inovadoras.

No grupo de fémeas saudaveis, representado pelas Figuras 4A, 4B e 4C,
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observou-se uma preservacdo completa da cartilagem articular, com matriz
organizada e condrécitos distribuidos de forma uniforme entre as zonas superficial,
meédia e profunda, sem sinais de degradacdo, como fissuras ou fibrilagées, o que
indica a manuteng¢ao da homeostase tecidual. Esses achados estdo em concordéancia
com o trabalho de Mankin et al. (1971), que descreve a estruturagdo adequada da
matriz e a distribuigdo uniforme de condrécitos como fundamentais para a resisténcia
biomecanica e a funcionalidade articular. Essa integridade reflete a capacidade da
cartilagem saudavel de suportar forcas mecéanicas sem comprometer sua arquitetura.

Em contrapartida, nas Figuras 4D, 4E e 4F (fémeas n&o tratadas), foram
evidenciadas alteragdes significativas, incluindo fissuras profundas, fibrilacbes e
hipocelularidade severa, tanto acima quanto abaixo da tidemark. A fragmentacéo da
tidemark, frequentemente observada nesse grupo, € um marcador classico de
progressdo da OA e esta associada a um desequilibrio entre os processos de
degradacgéao e remodelagao 6ssea e cartilaginosa. Pearson et al. (2011) relataram que
tais alteragbes estdo diretamente ligadas ao ambiente inflamatorio exacerbado,
caracterizado pelo aumento de citocinas pré-inflamatorias, como IL-13 e TNF-a. Esses
achados reforgam a ideia de que a inflamacgao crénica desempenha um papel central
na destruicdo progressiva da cartilagem.

No grupo de machos nao tratados, representado pelas Figuras 5D, 5E e 5F,
observou-se um padrdo semelhante ao das fémeas nao tratadas, com degeneracéo
severa da cartilagem, presenca de fissuras profundas e degradagédo acentuada da
matriz extracelular. Esses resultados estao alinhados com os de Pritzker et al. (2006),
que associaram a perda celular e a fragmentacdo da tidemark a progresséo
estruturalmente incapacitante da OA. Adicionalmente, a hipertrofia dos condrécitos na
zona calcificada pode ser interpretada como uma tentativa de reparo tecidual. No
entanto, conforme descrito por Orada et al. (2020), essa resposta adaptativa é
insuficiente para conter a progresséo degenerativa, especialmente em estagios mais
avangados da doenga.

Nos grupos tratados, representados pelas Figuras 4G, 4H, 41 (fémeas
tratadas) e 5G, 5H, 51 (machos tratados), houve uma preservagcéo parcial da
cartilagem articular. Embora ainda existam sinais de degradagao, como fibrilagcbes e
fragmentacdo da tidemark, a severidade dessas alteragbes foi significativamente
reduzida em comparagao com os grupos nao tratados. Esse padrédo sugere que as
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intervengdes terapéuticas aplicadas, como os AINEs, foram capazes de mitigar
parcialmente a progressdo da doenga. Esses achados estdo alinhados com os
estudos de Pritzker et al. (2006), que destacam a eficacia inicial dos AINEs em reduzir
a inflamagdo e proteger a cartilagem. Contudo, esses tratamentos n&o foram
suficientes para impedir completamente o avango degenerativo, ressaltando a
necessidade de estratégias terapéuticas mais robustas.

Histologicamente, as diferengas entre machos e fémeas na progressédo da OA
foram notaveis. As fémeas apresentaram maior degradagdo da cartilagem, com
fragmentagcdo mais severa da tidemark e hipocelularidade pronunciada nas zonas
superficial e média. Pearson et al. (2011) sugeriram que essas diferengas podem estar
associadas a influéncias hormonais, como os efeitos do estrogénio, que tém sido
implicados na aceleracdo do processo degenerativo em modelos de OA. Por outro
lado, os machos apresentaram menor severidade nas alteragdes estruturais, com
preservacao parcial da tidemark e menor ocorréncia de fissuras profundas. Estudos,
como os de Orada et al. (2020), sugeriram que a testosterona pode exercer um efeito
protetor ao modular a resposta inflamatoria e o metabolismo cartilaginoso, retardando
a progressao da OA.

Além das alteragdes histoldgicas, as analises comportamentais reforcam a
relagdo entre os danos estruturais e as manifestagbes de dor. Ratos com maior
degradacgéao da cartilagem apresentaram maior sensibilidade a estimulos mecanicos,
além de alterag¢des na distribuicdo de peso, a semelhanga do descrito por Otis et al.
(2024) e Kishnan et al. (2024). A persisténcia dos comportamentos de dor, mesmo
apos 6 semanas, sugere uma relagdo estreita entre as alteragdes histologicas e a
progresséo clinica da doenga. No entanto, limitagdes de métodos como o DWB, que
podem n&o capturar plenamente a sensibilidade a dor em longo prazo, reforgam a
necessidade de abordagens de avaliagdo mais abrangentes e integradas.

Embora o modelo de OA induzida por MIA seja altamente relevante para
estudos pré-clinicos, é fundamental reconhecer suas limitagdes na replicagao
completa da fisiopatologia da OA humana. A variabilidade nas respostas aos
tratamentos e a complexidade da OA humana destacam a importancia de integrar
diferentes abordagens terapéuticas, combinando compostos naturais e
farmacoldgicos. Além disso, considerar as diferengas sexuais nos estudos pode abrir

novos caminhos para o desenvolvimento de terapias personalizadas, maximizando a
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eficacia no manejo dessa doenga debilitante. Estudos futuros devem focar em
estratégias combinadas e avangadas para interromper ou reverter a progressao da
OA, promovendo maior qualidade de vida aos pacientes.

Figura 4 — Histologia da articulagédo do joelho de ratas (Grupos Il, V e VI).

Legenda: Em A, B e B — fémeas saudaveis. Notar a integridade das estruturas articulares.
Em D, E e F — fémeas nao tratadas. Observar a presenca de fibrilagbes na superficie articular
(setas) e uma tidemark menos nitida e fragmentada em varios pontos (asteriscos). Em G, H
e | — fémeas tratadas. Verificar as fibrilagbes (setas) e a tidemark fragmentada em alguns
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pontos (asteriscos), com hipocelularidade de condrdcitos nas zonas superficial, média e
profundas. Corte sagital, coloragao HE.

Figura 5 — Histologia da articulagéo do joelho de ratos (Grupos I, IV e V).

Legenda: Em A, B e B — machos saudaveis. Notar a integridade das estruturas articulares.
Em D, E e F — machos nao tratados. Observar alteragbes na superficie articular com
fibrilagcoes (setas) e uma tidemark fragmentada em diversos pontos (asteriscos). Verificar a
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hipocelularidade dos condrdcitos nas zonas superficial, média e profunda. Em G, He | —
machos tratados. Notar as fibrilagbes (setas), com presenca de fissuras e a tidemark
fragmentada em alguns pontos (asteriscos). Corte sagital, coloragao HE.

5 CONCLUSAO

Os achados histologicos confirmaram a degradagdo progressiva da
cartilagem, mais acentuada nas fémeas ndo tratadas, sugerindo um impacto de
fatores hormonais na progresséo da osteoartrite (OA). Apesar da redugao dos sinais
de dor nos grupos tratados, a preservagao estrutural da cartilagem néo foi observada,
indicando que a melhora comportamental ndo reflete necessariamente a integridade
articular.

As diferengas entre machos e fémeas reforgcam a relevancia da variavel sexo
na manifestagdo e progressdo da OA, destacando a necessidade de abordagens
terapéuticas mais especificas. Estudos futuros devem aprofundar a relagdo entre os
danos estruturais e os sintomas clinicos, visando terapias mais eficazes na

preservacao articular e no controle da dor.
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