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RESUMO

A osteoartrite (OA) é uma doenga crdnica e gradativa que
acomete as articulagdes, resultando em sensacgao dolorosa e
perda gradativa das fungbes articulares. Muitas linhas de
pesquisa procuram avaliar experimentalmente as alteracbes
nociceptivas decorrentes desta patologia. Porém, ndo abordam a
principal complicacdo que € a incapacitacdo articular. No
presente estudo a OA foi induzida por duas injegdes de
Monossédio lodoacetato (MIA; 3 mg) no joelho direito de ratos
separadas por um intervalo de 3 dias e a incapacitagao articular
foi mensurada através do tempo de elevagdo de pata (TEP; s)
durante o periodo de 1 minuto de caminhada estimulada, em
secdes diarias. Paralelamente, a sensibilidade plantar ao teste
de von Frey, bem como analise comportamental visual de
sessoOes registradas em video, foram também realizadas . O MIA
evocou incapacitagdo por 5 dias (P < 0,05), acompanhado de
aumento do didmetro articular (DA), enquanto o limiar de reagéo
ao teste de von Frey persistiu baixo por 15 dias (P < 0,05). A
analise do TEP demonstrou-se valida também na avaliagcdo de
drogas classicas para o tratamento da OA. A administragido
sistémica unica de Morfina (3 mg/kg) reverteu a incapacitagao ,
porém a aplicagao intratecal (37 nmol) teve um efeito mais
duradouro (P < 0,05). Administragdo sistémica de Diclofenaco,
reverteu a incapacitagao por 24 horas aproximadamente (10 e 30
mg/kg). Nenhum dos tratamentos foram efetivos em diminuir o
DA. Esses resultados sugerem que o teste de incapacitagao
articular é eficaz na mensuragdo da acdo de medicamentos
neste aspecto da lesdo articular evocada pelo MIA.

Palavra-chave: Osteoartrite, monoiodoacetato de sédio, Dor






ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a chronic and gradual disease that affects
the joints, resulting in soreness and gradual loss of joint function.
Many lines of research aimed to experimentally evaluate the
nociceptive alterations in such condition, however, they usually
do not address the main complication that is the articular
incapacitation. In the present study OA was induced by two
injections, 3 days apart, of monosodium iodoacetate (MIA; 3 mg)
in the right knee-joint of rats, and the incapacitation was
measured by the paw elevation time (TEP; s) in daily sessions of
1-min periods of stimulated walk. In parallel, the ipsilateral
plantar sensitivity to Von Frey test, and a visual behavioral
analysis of recorded sessions, were also held. MIA evoked
incapacitation over 5 days (P < 0.05), accompanied by increase
in the joint diameter (DA) while a low threshold response to Von
Frey testing persisted for 15 days (P <0.05). The analysis of PET
showed to be sensitive for evaluating classic drugs for the
treatment of OA. A single systemic administration of morphine (3
mg / kg) reversed the incapacitation, but intrathecal injection (37
nmoles) had a longer lasting effect (P <0.05). Furthermore,
systemic administration of diclofenac was able to reverse the
incapacitation for approximately 24 hours (10 and 30 mg / kg).
None of the treatments were effective in reducing the DA. These
results suggest that the incapacitation test can be an effective
way to evaluate the effects of drugs in this aspect of joint damage
evoked by the MIA.

Keyword: Osteoarthritis, monoiodoacetato de sédio, pain,
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1. Introdugao

1.1 Dor e nocicepgao

Uma definicdo para o estado de dor pode ser
consideravelmente subjetiva apesar deste ser um dos sintomas
mais presentes na pratica clinica, com a importante caracteristica
de atuar como um alerta contra ataques a integridade do
organismo, através de mecanismos que envolvem vias reflexas
espinhais e supra-espinhais (JULIUS; BASBAUM, 2001; DRAY;
URBAN; DICKENSON, 1994)..

De acordo com a International Association for the Study
of Pain (IASP), o termo "dor” nao consiste na definicdo mais
adequada quando tratado em estudos com animais. Para tanto
usa-se o termo nocicepg¢ao, uma vez que dor € uma experiéncia
subjetiva e de dificil determinagdo. A definigdo de dor consiste
em “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel,
associada a uma lesdo real ou potencial” (IASP, 2012). Essa
afirmacao implica que a dor possui um aspecto multidimensional
tendo em vista a existéncia de componentes sensoriais,
motivacionais, autonémicos e motores (CRAIG, 2003).

A percepcao de estimulos sensoriais periféricos, nocivos
ou nao, é transmitida por fibras nervosas sensoriais primarias, as
quais foram primeiramente identificadas e nomeadas como
nociceptores, por Sherrington em 1906. Essas fibras possuem a
capacidade de serem ativadas por diversas modalidades de
estimulos, como pressao, distensdo ou traumas, substancias
quimicas, pH acido, ou calor e frio (JULIUS; BASBAUM, 2001).
A ativacdo de nociceptores, transformam esse estimulo em
impulso nervoso, sendo entdo transmitidos ao Sistema Nervoso
Central (“IASP,” 2012; LOESER; MELZACK, 1999).

O fator subjetivo da dor se revela no momento em que a
transmissdo de estimulos nociceptivos passa a ser modulada
positiva ou negativamente, por fatores emocionais, sociais,
ambientais e cognitivos (CRAIG, 2003). Disso resulta que nem
todo estimulo periférico com intensidade capaz de ativar um
nociceptores, venha evocar um episédio doloroso. A nocicepgao,



por outro lado, se refere apenas a percepgao objetiva da
atividade evocada em nociceptores presentes na regido
estimulada (LOESER; TREEDE, 2008). Essas definigdes nao
podem ser confundidas, uma vez que elas podem ocorrer de
maneira independente, inclusive.

O nociceptores, caracterizados por fibras sensoriais do
tipo Ad e C, quando estimulados desencadeiam um potencial de
acdo gerando uma despolarizacdo do terminal nervoso. A
informagao nociceptiva segue da periferia até a medula espinhal,
fazendo sinapse nas laminas superficiais | e 1l do corno dorsal e,
também, a lamina V, mais profunda. A ativagcdo das fibras Ad e
C ativam neurdnios de segunda ordem por meio da liberagdo de
neurotransmissores excitatérios no corno dorsal da medula
espinal como o glutamato, substancia P e CGRP (peptideo
relacionado ao gene da calcitonina) (WILLIS, 1999). Por sua vez
ativando neurdnios de segunda ordem, a informagao nociceptiva
€ enviada para nucleos supraespinais.

Em condi¢cbes ndo patoldgicas, um nociceptor necessita
de um estimulo de alta intensidade para promover uma resposta.
Quando o estimulo necessario para promover ativagdo dos
nociceptores € menor do que em condicbées normais para causar
a mesma percepcao nociceptiva, caracteriza-se o fenbmeno de
hiperalgesia. Esta pode ainda, ser classificada em primaria e
secundaria. A hiperalgesia primaria se refere ao aumento da
sensibilidade nociceptiva que ocorre em uma area de lesdo. Ja a
hiperalgesia secundéaria ocorre em tecidos integros adjacentes
ou distantes do ponto da lesdo, porém como evento associado a
lesdo. A hiperalgesia secundaria ocorre devido a sensibilizagédo
central, com o aumento do campo receptivo de neurdnios
espinhais, ou pela sensibilizacdo periférica, devido a liberagao
antidrbmica de neuropeptideos, serotonina, bradicinina, entre
outros (JULIUS; BASBAUM, 2001; WILLIS, 1999).

1.2 Articulagao do joelho

A articulacdo de joelho de roedores e humanos
apresentam muitas semelhancas entre si. Ambas apresentam
anatomia caracterizada por uma porcdo fémuro-tibial, com a
presenga de uma porcdo fémuro-patelar, formando uma



articulagdo sinovial (HILDEBRAND et al., 1991). Essa ¢
parcialmente dividida pelo menisco entre as estruturas
articulares, que possuem sua sustentacido determinada por
ligamentos e musculos e nao pela porgdo 6ssea (FITZGERALD,
1987).

Semelhante a outras espécies de mamiferos como
cachorro, gato e macaco, o rato apresenta estruturas
ligamentares fibrocartilaginosas, que consistem no menisco
medial e lateral, além de bolsas sinoviais que, juntas, possuem a
funcionalidade de absorcdo de impacto. Juntamente a essas
estruturas, estdo presentes os ligamentos intracapsulares,
discriminados como ligamentos cruzados e ligamentos laterais,
presentes no interior da capsula articular (HILDEBRAND et al.,
1991; LANGFORD; SCHMIDT, 1983).

A articulagdo sinovial forma um compartimento fechado
por um tecido fibroso denominado como capsula articular. Esta
tem como maior finalidade o isolamento e protecdo dos
ligamentos articulares, quando presentes, bem como a
contengdo do liquido sinovial de lubrificagdo (WIELAND et al.,
2005).

Internamente, a capsula articular é revestida por uma
camada de tecido conjuntivo constituido basicamente por células
do tipo fibroblastos, os sinoviocitos B, entremeado por
macréfagos, os sinoviocitos A. O liquido sinovial produzido por
essa camada celular é translicido e viscoso, com elevado teor
de acido hialurénico e glicoproteinas (HILDEBRAND et al., 1991).
A lubrificagdo gerada pelo acido hialurbnico melhora o
desempenho das estruturas articulares. Além disso, o liquido
possui um importante papel nutritivo, realizando o transporte de
nutrientes entre a cartilagem articular avascular e o sangue dos
capilares presentes na membrana sinovial (HILDEBRAND et al.,
1991; SOUZA-SILVA, 2009; VONSY, 2008).

A cartilagem articular ndo possui inervacdo e
vascularizagdo, sendo composta por células de condroblastos,
condrocitos e condroclastos, além de fibras colagenas tipo I,
presente em substancia fundamentalmente amorfa, onde ocorre
0 armazenamento e a excregdo do acido hialurénico (VONSY,
2008).

A inervagdo articular de joelhos de ratos é composta
basicamente por dois nervos principais, o nervo articular medial e
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o nervo articular posterior, MAN e PAN respectivamente. O nervo
posterior apresenta a maior concentracdo de nociceptores. Em
média, o nervo posterior de ratos apresenta 400 fibras
nociceptoras, com aproximadamente 80% dessas constituidas de
fibras ndo mielinizadas, em proporcdes similares ao nervo medial
(HILDEBRAND et al., 1991). Em comparagao a outras espécies,
como o gato, observa-se em média 1200 fibras aferentes
primarias com proporgcdo entre mielinizadas e nao-mielinizadas
similares aquelas do rato. No entanto, avaliando a distribuicdo
peso/volume corpéreo do animal, nota-se que os roedores
apresentam uma densidade de aferentes primarios muito
superior (HILDEBRAND et al.,, 1991; LANGFORD; SCHMIDT,
1983; LAURSEN et al., 1997).

1.3 Disfungoes articulares

As disfungdes musculoesquelética enquadram-se dentre
o0os acometimentos mais problematicos para os individuos,
sistema de saude e assisténcia social. Sendo a causa mais
frequente de incapacitagcdo no ultimo século e, com previsao de
crescimento para as proximas décadas (WHO, 2003).

Essas disfungdes estdo entre as mais comuns causas de
dor a longo prazo acometendo centenas de milhares de pessoas
pelo mundo. Isso tem como agravante o efeito psicossocial, que
afeta ndo apenas o paciente, como também sua familia e sua
carreira profissional (OMS). Tais disfungdes possuem como
caracteristica a prevaléncia pela populagdo adulta, a qual sofre
em reflexo das limitacbes funcionais acometidas e na qualidade
de vida. Estudos em cooperagdo com a organizagao mundial de
saulde na ultima década demonstraram que nas populacdes norte
americana, canadense e europeia, exista uma prevaléncia em
deficiéncia fisica decorrente de disfungcbes musculoesqueléticas
estimada em 5% de toda populagdo adulta (REZENDE;
CAMPOS; PAILO, 2013; ROSIS; MASSABKI; KAIRALLA, 2010).

O constante surgimento de novos casos se resume
basicamente por dois motivos bem caracterizados. O primeiro é
fisiolégico e o segundo relacionado a expansdo populacional. O
fator fisiolégico € uma resposta mal adaptada a esforgos fisicos
inadequados, sobrepeso e sedentarismo. O segundo fator



refere-se ao aumento da expectativa média de vida, o que vem
aumentando a populacgao de individuos idosos.

Dentre as diversas patologias associadas, as disfungdes
musculoesqueléticas correspondentes as articulagbes ocupam a
maior parcela. Estima-se que a osteoartrite (OA), disturbio
articular degenerativo mais comum dentre as afecgbes
articulares, acometera ao menos uma articulacdo em mais de
90% da populagdo acima dos sessenta anos (ROSIS;
MASSABKI; KAIRALLA, 2010; SHANE ANDERSON; LOESER,
2010), tornando-se a principal causa de incapacitagdo dentre os
idosos. A OA assintomatica ocorre em aproximadamente 37%
das pessoas com mais de sessenta anos (ROSIS; MASSABKI;
KAIRALLA, 2010; IASP, 2009). O rapido aumento dessa
patologia nos ultimos anos sugere que a OA causara um forte
impacto sobre o sistema publico de saide em um futuro préximo
(WHO, 2003).

1.4 Osteoartrite

A patologia da OA envolve mudangas estruturais
complexas, influindo em todos os constituintes da cartilagem
articular e as fungbes Osseas adjacentes, resultando em dor,
rigidez e incapacidade articular (RADIN; ROSE, 1986). De
maneira geral, a patologia provoca uma degradacao e a perda de
substancias, tanto do conjunto cartilaginoso como 6sseo,
produzindo um crescimento desorganizado e de baixa
funcionalidade de ambos os tecidos. Ela também mostra uma
consideravel dependéncia desses acontecimentos diante a
variabilidade de cada individuo (BIRCHFIELD, 2001).

O maior responsavel por essa perda estd no processo
necrético dos condrécitos. Essas sdo células responsaveis pela
construcdo e manutencao das caracteristicas normais da matriz
cartilaginosa da articulagédo, presentes na camada hialina. Na
OA, a necrose dos condrécitos demonstram uma caracteristica
proliferativa transitéria deste tipo celular, resultando em
aumento da sintese de matriz cartilaginosa. No entanto, esse
mesmo processo culmina na producao de citocinas que induzem
o catabolismo celular e a inflamacdo. Dentre essas citocinas



observa-se a presenga do fator de necrose tumoral (TNF-a) e a
IL-1B (GOLDRING, 2000).

E de conhecimento que ambas as citocinas
desempenham papel na degradacdo da matriz cartilaginosa,
através da diminuicdo da sintese de colageno e de
proteoglicanas especificas (AREND; DAYER, 1995; GOLDRING
et al.,, 1996). Além da estimulacdo da proliferagdo articular
desordenada, producgdo de prostaglandinas e pela expressao de
enzimas metaloproteinases derivadas de condrécitos (LEE;
WEINBLATT, 2001). As metaloproteinases sdo enzimas que
remodelam e destroem a matriz cartilaginosa atuando
primordialmente na degradagcdo de colageno do tipo II. Além
dessa matriz, niveis elevados dessa enzima demonstram uma
contribuicdo importante na degradacdo de tecido d&sseo
(GOLDRING, 2000; MARTEL-PELLETIER et al., 1994).

Os achados radioldgicos da OA demonstram um
estreitamento do espaco articular devido a perda da sua
cartlagem e a remodelagdo do osso abaixo da superficie
articular, que resulta na esclerose subcondral, na formacgédo de
cistos e de osteofitos na periferia da articulagdo (WIELAND et al.,
2005).

A OA pode receber a classificagdo entre primaria (ou
idiopatica) e secundaria, sendo que a forma primaria ndo possui
uma causa conhecida para seu aparecimento, mas em diversos
casos pode estar associada a fatores de riscos classicos como
envelhecimento, hereditariedade, obesidade e esforgos fisicos
repetitivos. Ja a patologia secundéria esta vinculada a diversos
motivos como traumas, doengas reumatoldgicas inflamatodrias,
necrose Ossea e até associado a doencas metabdlicas e
endécrinas.



Figura 1.1 Radiografia representativa da articulagido de Joelho
humanos com OA. Articulagdo a esquerda integra com a cavidade articular
bem preservada e com espagamento sinovial integro, sem apresentagéo de
ostedfitos. Articulagéo a direita com evidente instalagdo da OA, com a perda
do espago sinovial, contato entre as estruturas ésseas e o aparecimento de
ostedfitos.

Os clinicos identificam a OA como dor nas articulagdes,
com a presenga de crepitagdo (ruido presente no movimento
articular) e movimento reduzido, mas ndo ha bons marcadores
ou critérios para a condicdo patologica em si. Alguns disturbios
articulares como a redugdo da cavidade sinovial presente no
espectro da OA podem ser dolorosos, ou causar incapacidade,
enquanto outros ndo. Assim, ha problemas com os métodos
diagndsticos disponiveis utilizados para determinar a existéncia
da doenga. As duas abordagens mais comuns na identificagdo
da OA de joelho sdo os critérios radiograficos e os critérios
sintomaticos da patologia, como citado anteriormente. De acordo
com a Sociedade Brasileira de Reumatologia, “os achados
clinicos, e ndo apenas os de imagem, sdo os que definem a
melhor conduta para o tratamento da osteoartrite”.

Conforme a European League Against Rheumatism, a
melhor abordagem terapéutica para tratamento da artrite consiste
em uma mescla de agdes nado farmacolégicas, como a mudanga



do estilo de vida, com a pratica de exercicio fisico junto a
tratamentos farmacolégicos que englobam analgésicos, anti-
inflamatoérios ndo-esteroidais e suas associagoes.

1.5 Farmacoterapia para Osteoartrite

Diferente de outras patologias articulares, a OA nao
conta com os farmacos modificadores de doencga, que consiste
em medicamentos com enfoque de evitar a progressdo e/ou o
desenvolvimento da patologia. Os principais farmacos utilizados
no tratamento para o combate dos sintomas apresentados, estao
classificados em duas categorias: os farmacos de agao rapida
contra a sintomatologia, nos quais se enquadram os analgésicos
e anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINEs); e os farmacos de
acao lenta, como a administracdo de acido hialurénico local e o
sulfato de condroitina (Figura 1.2) (BOBACZ, 2013).

De acordo com a Osteoarthritis Research Society
International (ORSI), o farmaco de primeira escolha é
paracetamol, podendo ter como suplemento a utilizagcdo tépica
de capsaicina ou a utilizacdo de AINEs orais com fatores de
protecdo gastrointestinal, ou utilizagdo de agentes seletivos
COX-2, com ou sem a utilizagdo paralela de AINEs tépicos.
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Figura 1.2 Esquema farmacotérapeutico para o tratamento da

osteoartrite baseado na diretriz da ORSI. Figura adaptada de Bobacz,

2013.
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1.5.1 Anti-inflamatoério nao-esteroidal

Os AINEs tém como mecanismo de acdo terapéutica a
inibicdo da classe de enzimas ciclooxigenase (COX), de maneira
nao seletiva ou atuando seletivamente na isoforma dois (COX-2),
apresentando como resultado final a inibicdo da transformacao
do acido araquidénico em prostanoides (VANE; BAKHLE;
BOTTING, 1998).

A enzima COX-1 esta presente no organismo de maneira
constitutiva na maioria das células, tendo como funcdo a
producdo de prostanoides, atuando como regulador
homeostatico. Sua inibicdo corresponde a efeitos especificos no
organismo, a exemplo da inibigdo de prostaglandina presente no
trato gastrointestinal, que detém a finalidade de protegao gastrica
com a producao de muco e inibicdo da secrecao de prétons, ou a
inibicdo de tromboxano A2 presente nas plaquetas, diminuindo a
capacidade de agregacgao plaquetaria e dessa forma inibindo a
formacao de trombos. A isoforma COX-2, que é codificada por
genes diferentes da isoforma 1, €& induzida em resposta a
estimulos inflamatérios sendo, portanto, responsavel pela
producdo de prostanoides relacionados a inflamagdo. Sua
inibicdo corresponde aos efeitos anti-inflamatérios, com menor
incidéncia de efeitos adversos (AMAGASE et al., 2014; VANE;
BAKHLE; BOTTING, 1998).

Farmacos como &acido acetil salicilico, diclofenaco e
ibuprofeno atuam de maneira ndo seletiva entre as isoformas,
agindo assim sobre os sintomas da osteoartrite como bons
analgésicos, e influindo sobre efeitos pontuais na inflamagéo,
sendo bem eficazes por via oral e atuando como auxiliar por vias
tépicas. No entanto, sdo bem caracterizados por induzirem
efeitos adversos como ulceragbes gastricas pela inviabilizagédo
da producdo de muco, inibicdo plaquetaria e efeitos renais e
hepaticos (AMAGASE et al., 2014).

A inibicdo seletiva da enzima COX-2, ocorre por
farmacos conhecidos como Coxibes, como a exemplo do
rofecoxibe, sulfonamidas e o mais conhecido celecoxibe. Quando
comparado ao efeito analgésico e anti-inflamatério, tanto os
inibidores seletivos quanto os ndo seletivos demonstram a
mesma eficiéncia sobre a dor presente na osteoartrite. No
entanto eles diferem consideravelmente nos efeitos adversos
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demonstrados, visto que os coxibes ndo demonstram os efeitos
gastricos dos inibidores n&o seletivos. Porém, estudos
demonstram efeitos negativos a médio prazo sobre sistema
cardiovascular visto que a inibicdo da prostaciclina, mas nao do
tromboxano A2 presente nas plaquetas, acarretam em um
elevado indice tromboembdlico representando maiores casos de
infartos agudo do miocardio (COCEANI et al., 2001; WEIR et al.,
2003).

1.5.2 Opioides

O sistema opioide esta presente em todo o organismo,
sendo que seus receptores encontram-se expressos desde a
periferia, em axoénios de aferentes primarios, até no Sistema
Nervoso Central (SNC), incluindo medula espinal e estruturas
supra-espinhais, sendo caracterizado como sistema analgésico
endogeno (STEIN; LANG, 2009). Os receptores opioides sao
denominados como u, K € ®- opioide. Dentre os receptores,
observam-se subtipos com fungdes diferenciadas. Os receptores
u se diferenciam em subtipos 1 e 2, sendo relacionados com
analgesia, depressdo respiratéria, euforia, bradicardia e
dependéncia fisica ao opiaceo. A classe de receptores d- opioide
tem a caracteristica de modular a atividade do receptor ,
constituindo complexos integrados. Os receptores kK também se
diferenciam em subtipos 1 e 2, e esses atuam promovendo a
analgesia, sedagao, na inibicdo da liberacdo de vasopressina
aumentando a diurese e efeitos psicomiméticos (MILLAN, 2002;
WANG; WESSENDOREF, 2001).

A nivel periférico, todos os receptores opioides estdo
expressos em terminagbes nervosas sensoriais e quando
ativados provocam a diminuicdo da excitabilidade neuronal.
Substancias endogenas atuam na ativagdo desses receptores e,
dentre essas observa-se a presenca de endorfinas, encefalinas e
dinorfina, presente em células imunologicas como linfécitos,
mondcitos e macréfagos (STEIN; LANG, 2009). A nivel central,
os receptores opioides estdo presentes em diferente nimero e
funcdes, conforme sua localidade nas diferentes estruturas
cerebrais.
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Todos os trés tipos de receptores opioides estéo
acoplados a uma proteina G inibitéria. Sendo assim, em
consequéncia da ativacdo e/ou da estabilizacdo na sua forma
ativa, esses receptores acarretam na abertura de canais de
potassio, culminando em uma hiperpolarizacdo, tornando-as,
portanto, mais resistentes a despolarizacao celular, inviabilizando
a abertura de canais de calcio. Fator esse que resulta em um
decréscimo da liberacdo de outros neurotransmissores
excitatérios, diminuindo assim a ascendéncia do sinal nociceptivo
(MILLAN, 1999).

A morfina é um opioide exdgeno inespecifico. Porém com
grande afinidade pelos receptores |, dentre seus subtipos 1 e 2,
sendo um analgésico forte utilizado individualmente, ou como
auxiliar a outros analgésicos, ou anti-inflamatérios. Sua
administracdo como farmaco pode variar conforme a
necessidade de acdo. Eles podem ser orais, administracdes
subcutdnea ou venosa, ou até diretamente no SNC através de
administragdes intratecais (MILLAN, 1999).

Apesar da boa eficacia, muitos efeitos adversos sao
observados como depressao respiratéria, cardiaca, e a
dependéncia, as quais podem ocorrer de maneira rapida, e os
efeitos de uma abrupta interrupgdo do uso promovem fortes
efeitos devido a abstinéncia. Outro fator negativo, esta na
presenca da tolerancia, que um paciente desenvolve com o uso
continuo.

1.6 Estudo da dor na Osteoartrite

Na OA em humanos, diversos métodos de diagndsticos
que correspondem a indices de dor, imagens radiograficas e
testes bioquimicos ja sdo praticas comuns na avaliagao clinica
dessa patologia. No entanto, para a pesquisa em animais, tendo
em vista a melhor compreensdo da patologia e o
desenvolvimento de novos métodos de tratamento, muitos
pardmetros de estudo ainda precisam ser desenvolvidos
(GUERMAZI et al., 2012). Em conhecimento que essa patologia
decorre de agravantes a longo prazo, como desgaste articular
natural e a utilizagdo incorreta das articulagbes, (KARVONEN-
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GUTIERREZ et al, 2012; MCDOUGALL, 2006), torna-se
complicado reproduzir estar condicbes em um animal.

Algumas  metodologias  presentes na literatura
possibilitam mimetizar caracteristicas vistas em humanos, na
articulagcdo dos animais de diferentes espécies. Os estudos da
OA em animais podem ser divididos entre aquela de ocorréncia
espontanea e as induzidas. Entre as de ocorréncia espontanea,
obtem-se muitos resultados com a utilizagdo de camundongos
C57BI/6, STR/ORT e STR/IN, que demonstram susceptibilidade
para o desenvolvimento da patologia (MASON et al., 2001).

Dentre os estudos que induzem a OA, utiliza-se a
desestabilizagao ligamentar por meio cirdrgico, com a transecgao
do ligamento cruzado anterior, ou a meniscectomia parcial medial
ou lateral, em que parte do menisco é retirado sem decorrer de
ruptura ligamentar e da desenervagcdo. Modelos de
desestruturacao articular resultam em uma redistribuicdo anormal
das forgas atuantes na articulagdo durante a ambulacdo e no
estado de repouso do animal (HASHIMOTO et al., 2002; STOOP
et al., 2000).

Outros métodos utilizam-se da administragdo intra-
articular (i.a.) de papaina ou colagenase bacteriana, em virtude
de causarem degradacdo da matriz cartilaginosa através de
agdes enzimaticas (KOPP; MEJERSJO; CLEMENSSON, 1983).

Mais recentemente, diversos trabalhos tém apontado o
monossoédio iodoacetato (MIA) como um modelo de indugdo de
osteoartrite mais proximo a clinica, por interferir no metabolismo
dos condrocitos (MCDOUGALL, 2006; MORE et al.,, 2013).
Assim, optamos por este modelo para a realizacdo desse
trabalho.

1.7 Monossoédio lodoacetato

O modelo de OA induzido pelo MIA foi descrito pela
primeira vez por Kalbhen e Blum em 1977, e padronizado como
modelo de OA articular em ratos por Kalbhen em 1987.

O MIA é um reagente modificante de residuos de cisteina
das proteinas, que quando administrado na articulacdo de
animais, ocasiona a modificacdo nas concentragbes de
proteoglicanas da cartilagem articular, por levar a uma
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interrupcéo na glicolise e assim uma quebra no metabolismo dos
condrécitos, tendo como consequéncia a degradacdo da
articulacao.

Apébs administrado por via intra-articular e presente no
liquido sinovial do joelho, o MIA & absorvido pelos condrdcitos
juntamente com nutrientes presentes no meio e dentro da célula
atua inibindo a gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH)
presente na cascata da glicdlise, culminando na inibicdo da
producdo de ATP pelo ciclo de Krebs. O ATP é a principal
molécula energética para a célula, e sua falta resulta na morte
celular. Os condrécitos sao células responsaveis pela formagao
da cartilagem articular e, com a morte dessa célula, ocorre uma
retragdo na cartilagem gerando sua degradagao, levando, por
fim, as caracteristicas histopatologicas semelhantes a OA de
humanos (GOLDRING, 2000).

A aplicacdo intra-articular de MIA causa uma
degradacado crénica da articulagdo, com sinais de nocicepgao,
sendo aparentemente mais preditivo para o estudo da OA. No
entanto, no que diz respeito a dor na OA, os modelos
experimentais tém privilegiado a observagdo do fenbmeno de
hiperalgesia secundaria, em detrimento da nocicepgao no sitio
primario de lesdo, que seria o sintoma de real morbidez na
clinica.

Assim, objetivamos neste trabalho mostrar que o teste de
Incapacitacao Articular, pode ser util para demonstrar e
quantificar a nocicepc¢do primaria induzida pelo MIA e, com isso
propor uma nova ferramenta de estudo da doenca e possiveis
novos tratamentos.
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Figura 1.3 Mecanismo de agcdo do Monosddio iodoacetato. Inibicdo do
GAPDH, culminando na diminuigao do ciclo de Krebs e sequencialmente na
producado de ATP, resultando na morte de condrécitos e consequentemente
na degradacéo da cartilagem articular. (figura adaptada de Vonsy, 2008).
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2. Objetivos:

2.1 Objetivo Geral

Padronizacdo do teste de incapacitacdo e edema
articular no modelo de Osteoartrite induzido pela administragao
intra-articular de MIA.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar o padrao de resposta e decurso temporal
da incapacitacdo articular induzida por diferentes
doses e regimes de administragao de MIA;

- Comparar a manifestacdo de incapacitacdo articular
com a manifestagao de hiperalgésica secundaria;

- Validar o teste de incapacitagao articular com drogas
classicas para o tratamento da osteoartrite.
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3 Material e Métodos

3.1 Animais

Foram utilizadas ratas Wistar adultas (160 — 210g),
fornecidas pelo biotério central da UFSC. Os animais foram
acondicionados em ambiente com ciclo claro-escuro de 12h, em
temperatura de 21+1°C e com livre acesso a agua e ragéo.
Previamente a toda metodologia experimental, os animais foram
ambientados por 1h no local experimental. Todos os processos
experimentais foram conduzidos de acordo com o regimento
ético da IASP (International Association for Study of Pain)
(LOESER; TREEDE, 2008). O numero de animais empregados e
seus respectivos estimulos foram o minimo necessario para
demonstrar um efeito consistente dos procedimentos e
tratamentos empregados. O projeto foi aprovado pelo Comité de
Etica no uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Santa Catarina, sob o protocolo PP00723.

3.2 Drogas:

- Acido lodoacético sal sédico (lodoacetato de sédio), (MIA;
Sigma-Aldrich.®) Veiculo: Solugéo Fisioldgica 0,9%;

- Sulfato de Morfina (Dimorr®, Cristalia); Veiculo: Solugao
Fisiologica 0,9%;

- Diclofenaco Sal Sodico (Sigma-aldrich®.) Veiculo: Solucéo
Fisiologica 0,9%;

- Isofluorano (Isoforine®, Cristalia).

3.3 Modelo experimental de OA induzido pelo
lodoacetato de sédio

O modelo de OA induzida por MIA em ratos foi
inicialmente proposto por Kalbhen em 1987. Para a indugao da
OA, foi feita a injegdo intra-articular (i.a.) do MIA no animal,
cuidadosamente imobilizado com uma flanela, deixando livre o
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tergo inferior do abdémen. Apds a imobilizagéo, o sitio de injegao
(joelho direito) foi tricotomizado e a assepsia feita com alcool
iodado. A visulizacdo do tenddo patelar foi usada como
referéncia para a injegao na cavidade sinovial. Doses de 0,5, 3,
4,8, 8 e 10 mg/ 50 pl, foram testadas. As injegOes intra-articulares
foram feitas utilizando agulha de 8mm/ 29 gauge, em posi¢ao
perpendicular a cavidade articular. As avaliagbes foram
realizadas no minimo 24h apés esse procedimento.

3.4 Testes comportamentais

3.4.1 Teste de Incapacitacao Articular

O Modelo de incapacitacdo articular foi descrito por
Tonussi e Ferreira em 1992 e tem como objetivo a inferir a
nocicepc¢ao articular a partir da avaliacao da capacidade de apoio
espontdneo do membro afetado, durante deambulagao
estimulada. O equipamento consiste em um cilindro metalico
giratério de 30 cm de diametro, revestido por uma malha fina
trangada em acgo inox. O sistema de registro utiliza-se de
sapatilhas metdlicas confeccionadas em folhas de flandres, as
quais sdo adaptadas cuidadosamente as patas traseiras dos
animais. A sapatilha da pata direita era ligada por um fio de ago
revestido a porta paralela de um microcomputador (Figura 3.2).

O animal é estimulado a deambular com o cilindro em
uma rotacdo de 3 RPM, por seu comportamento natural de
permanecer no topo. Através da andlise pelo software, é possivel
avaliar a perda da fungdo de apoio do membro. A avaliagdo é
realizada através do tempo total em que a sapatilha adaptada ao
membro posterior do animal deixa de fazer contato com a
superficie metalica, durante um periodo de 60 segundos, ao que
se denominou Tempo de Elevagao de Pata (TEP).

O TEP de animais naive, devidamente ambientados e
treinados a deambular de maneira correta na parte superior do
cilindro, varia em torno de 10 segundos, enquanto outros animais
que tenham sido submetidos a administragcdes i.a. de
substancias algésicas apresentam uma elevacdo desse valor
demonstrando uma incapacitacao articular.
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Essa ambientagdo e treino foram realizadas no dia
anterior aos procedimentos experimentais. Os valores de TEP
registrados apds o treino e antes dos experimentos constitui o
tempo controle dos animais e foi identificado nas figuras como
dia 0.

Conforme o procedimento empregado, as avaliagbes
foram realizadas em intervalos de horas ou dias.

Figura 3.1 Imagem ilustrativa do teste de incapacitagdo articular.
Aparelho para avaliagdo da incapacitagdo articular através do tempo de
elevagédo de pata (a esquerda). Com as divisérias determinando 3 trilhas
para analises simultdneas, tendo cada animal sua sapatilha da pata
posterior direita ligada ao microcomputador. A direita, uma visédo
demonstrativa da acomodagdo das sapatilhas nas patas posteriores dos
animais.

3.4.2 Mensuragao do edema articular

A avaliagdo do edema articular induzido pelo MIA, foi
realizada através do registro da variagdo do didmetro articular
mensurado diariamente e comparado com o valor basal antes da
indugdo da OA. Para tal, o animal foi imobilizado gentilmente
com uma flanela tendo apenas o membro posterior direito livre.
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Com o auxilio de um paquimetro foram realizadas trés medidas
do comprimento médio-lateral do joelho, no sentido préximo-
distal. Das trés, a maior medida foi registrada (Figura 3.3). Todas
as medidas foram feitas apds cada avaliagdo do TEP, conforme
o procedimento experimental, e a analise basal foi feita
imediatamente antes da administracdo i.a. do MIA. Os dados sdo
apresentados como a diferenga entre cada medida registrada e o
valor basal.

\
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Figura 3.2 Imagem ilustrativa da mensuragao do edema articular. Com
a utilizagdo de um paquimetro ndo digital, a articulagdo Fémuro-tibial é
mensurada em trés posigdes diferentes e o maior valor determina o edema
articular.

3.4.3 Teste de Von Frey

A hiperalgesia mecanica foi avaliada através do limiar de
resposta aos filamentos de Von Frey (6-60g). O limiar de 50% de
resposta foi avaliado através do método de DIXON (1980) e
CHAPLAN et al. (1984).

Para uma resposta completa, o animal era submetido a
seis aplicagdes sequenciais de filamentos de Von Frey, método
conhecido como Up and Down (DIXON, 1980). A primeira
aplicacao correspondia ao filamento mediano, e os demais eram
aplicados conforme a resposta do filamento anterior. Dessa
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forma, em caso de resposta positiva um filamento de menor
calibre era aplicado, e em caso de resposta negativa utilizava-se
um calibre maior, sendo que todas as aplicagdes tinham um
periodo de intervalo minimo de 30 segundos entre elas. No caso
de quatro respostas positivas ou negativas sequenciais, o teste
era finalizado.

Para a realizagdo do teste, a pata direita posterior do
animal era estimulada com uma série de filamentos de Von Frey
de maneira ordinal. O primeiro filamento utilizado era aquele
demonstrado ser eficaz para evocar uma resposta de retirada em
50% dos animais analisados (filamento de 15g). A aplicagdo do
filamento na face plantar da pata do animal ocorria em um
periodo de 5 segundos. Foi considerado como um
comportamento de resposta positiva a retirada de pata nesse
periodo, ou o ato de lamber e morder da pata imediatamente
apoés a aplicacdo. Havendo a deambulagao do animal o teste era
interrompido até a sua paralizagdo, posicionando assim as quatro
patas sobre a grade do suporte. No caso de auséncia do
comportamento de retirada da pata, era registrado uma resposta
negativa.

O conjunto de resultados positivos/negativos
sequenciados foram utilizados para obtencdo do padrdo de
resposta (padrdao numeérico) (CHAPLAN et al., 1994; DIXON,
1980), o qual é utilizado para obtengao do limiar 50% de retirada
de pata através da seguinte formula:

Limiar 50% () = 10%*9

Onde “X” corresponde ao valor logaritmico do ultimo filamento de
von frey (em gramas) utilizado na sequencia correspondente; “k”
sendo o padrdo de resposta tabelado por DIXON em 1980, e “0”
a diferenga média logaritmica entre os estimulos.

Previamente a todos os procedimentos, os animais
passavam por um periodo de ambientagdo de no minimo 30
minutos no local onde eram acomodados para a realizagao do
teste, ou até que todos se mantivessem parados com as quatro
patas.
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Figura 3.3 Imagem ilustrativa do equipamento de Von Frey. Visto pela
porgao inferior do equipamento, animais com as patas estabilizadas sobre a
grade recebem a estimulagéo por filamentos de von Frey na porgao plantar

da pata. O tempo maximo de aplicacao foi de cinco segundos.

3.4.4 Teste comportamental de dor espontanea

Para avaliacdo de comportamentos espontaneos de
nocicepgao apos a estimulagdo com o MIA i.a., os animais foram
acomodados em caixas de acrilico transparente (29x29x35 cm)
com divisorias opacas para ndo existir contato visual entre eles e
com espelhos posicionados a 45° da base da caixa para melhor
visualizagdo da porgéo inferior do animal. Apés acomodados os
animais eram video-gravados durante 10 minutos em dias
alternados, durante 21 dias. Os dias de registro corresponderam
ao 2°, 4°,6°, 8°2, 15° e 21° dia.

A andlise posterior dos videos avaliou dois conjuntos de
parametros em indices temporais. O lamber e morder da pata
ipsilateral ao joelho estimulado e o tempo de guarda (protegéo)
do membro afetado (recolhimento junto ao corpo ).

Todos os animais foram ambientados e familiarizados
previamente na caixa de observacdo durante os 30 min
imediatamente anteriores a administracdo do MIA.
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Figura 3.4 Imagem ilustrativa da caixa de observagao comportamental.
Caixa de observacdo utilizada para gravagcdo de comportamentos
espontaneos para dois animais simultaneamente, possuindo um espelho a
45° sob cada caixa para melhor visualizagdo. Diviséria preta opaco para
separagéo fisica e visual entre os animais foi instalado entre as duas caixas.

3.4.6 Analise Estatistica

A andlise estatistica foi realizada através do programa
estatistico Statistica 7° e GraphPad Prism 5.0°. Para a avaliagao
da incapacitagéo articular e analise hiperalgésica por von Frey foi
utilizado ANOVA de duas vias com medidas repetidas, com teste
de Post-hoc Bonferroni sempre que a diferenca fosse de p <
0,05. Os resultados estdo expressos em média * erro padrao,
com numero (n) minimo de 8 animais.

Uma normalizagao foi realizada pela retirada de outliers
(baseado do calculo em Graphpad.com). Assim, foram excluidos
0s animais apresentando respostas extremas, com mais de dois
desvios padrao em relacao a mediana.
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3.5 Protocolo experimental

Administragdo
_ intra-articular
" de MIA Tratamento
rFré teste . Dia 0 Dia 3 DI 6 oo e Dia 15
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i
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Figura 3.5 Esquema ilustrativo do protocolo experimental. Animais
naive passaram por um periodo de ambientagdo, adaptagéo e treinamento,
o que foi determinado como Pré-teste. Apds isso, 0os animais receberam
uma administragdo local (i.a.) de MIA. Conforme protocolo, o animal pode
ser reexposto a uma nova administracdo ou ndo de MIA (demonstrado com
caixas tracejadas). A partir do sexto dia os tratamentos farmacoldgicos
subsequentes foram averiguados, ocorrendo em periodo de horas ou dias
conforme protocolo.
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4. Resultados

4.1 Efeito nociceptivo induzido pelo MIA intra-
articular em doses baixas na incapacitagao articular
e em demais parametros de nocicep¢ao

A primeira etapa deste estudo foi avaliar o efeito de
doses de MIA usualmente reportadas na literatura, sobre a
incapacitagao articular em paralelo com os comportamentos
espontaneos na caixa de observagdo e ao teste de Von Frey.
Tanto a incapacitacdo articular quanto o edema e os
comportamentos espontidneos foram analisados em dias
alternados, uma vez ao dia para cada teste e, de maneira
semelhante, para o teste de von Frey. As doses de MIA (3 e 4,8
mg/) ou salina (50 ul) foram administrados diretamente no joelho
dos animais, 24 horas antes do inicio de cada teste.

No que diz respeito a incapacitacdo articular, o MIA
apresentou efeito hipernociceptivo inicial em ambas as doses
comparado aos animais salina, dentre os dias 1 e 5 para a menor
dose (3 mg/i.a.) (P <0,05) e dias 1, 5 e 7 para a maior dose (4,8
mg/i.a.) (P < 0,05) (Figura 4.1 A). Em relagdo ao edema,
observamos que ambas as doses demonstram um efeito
edematogénico nos primeiros cinco dias (P < 0,05), sendo nos
demais dias observado apenas com a maior dose (4,8mg) (P <
0,05) (Figura 4.1 B). Em relagdo aos comportamentos
espontaneos (Figura 4.1 C e D), observou-se aumento no ato de
proteger o membro afetado induzido por ambas as doses nos
dias 2 e 4 e até o 6° dia pela maior dose (P < 0,05). Porém, o
comportamento de morder e lamber foi induzido por ambas as
doses apenas no primeiro dia. Ja no teste de von Frey, ambas as
doses demonstraram um efeito nociceptivo evidenciado pelo
decréscimo do limiar mecanico do primeiro ao décimo primeiro
dia de analise (P < 0,05) (Figura 4.1 E).
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Figura 4.1 Efeito nociceptivo, dose e tempo dependente induzido pela
administracdo de MIA intra-articular (3 e 4.8 mg). (A) analise da
incapacitagdo articular expressa através do TEP em segundos, em um
tempo total de 60 seg/dia. (B) Avaliagdo do edema articular discriminado
pela diferenca do didmetro articular em centimetros. (C) e (D) representam
a expressao de diferentes comportamentos espontdneos em segundos,
dentre um tempo total de 10 min/dia de avaliagdo. (E) Discrimina a laténcia
em % de retirada de pata no teste de von Frey. Os dados representam a
média + E.P.M. (n = 8); (*) significa P < 0,05 para dose de 3 mg e (#) P <
0,05 para 4,8 mg/joelho quando comparado ao grupo salina (ANOVA de
duas vias com medidas repetidas seguida do teste Post-hoc de Bonferroni).
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4.2 Efeito nociceptivo induzido pelo MIA intra-
articular em doses altas na incapacitagao articular e
em demais parametros de nocicep¢ao

Em uma segunda etapa, foi analisada uma possivel
intensificagdo e a prolongagédo do efeito nociceptivo do MIA em
doses de 8 e 10 mgl/i.a. frente a doses ja utilizadas. A
incapacitacdo articular e os testes comportamentais foram
avaliados em dias alternados uma uUnica vez em cada dia. De
maneira semelhante ao descrito com doses baixas, o MIA foi
administrado 24 horas da primeira analise da incapacitacéo
articular. O TEP dos animais MIA foi diferente comparados ao
grupo controle (P < 0,05) com a maior dose (10 mg). Um efeito
de maior amplitude foi observado do terceiro ao quinto dia em
dose inferior (8mg) (P <0,05) (Figura 4.2 A). Em relagdo ao
edema articular, observou-se um efeito edematogénico elevado
(P < 0,01) no primeiro dia, o qual decaiu, porém, mantendo-se
diferente do controle (P < 0,05) nos demais dias experimentais
(Figura 4.2 B). A analise dos comportamentos espontaneos
(Figura 4.2 C e D), mostrou um efeito nociceptivo das duas doses
no primeiro dia de avaliagao (P < 0,05), com a perda de efeito de
ambas as doses nos dias subsequentes.
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Figura 4.2 Efeito nociceptivo, dose e tempo dependente induzido pela
administracdo de MIA intra-articular em altas doses (8 e 10 mg). (A)
Analise da incapacitagcéo articular expressa pelo TEP em segundos, dentre
um tempo total de 60 seg/dia. (B) Avaliagdo do edema articular discriminado
pela diferenca do didmetro articular em centimetros. (C) e (D) representam
a expressao de diferentes comportamentos espontdneos em segundos,
dentre um tempo total de 10 min/dia de avaliagao. Os dados representam a
média + E.P.M. (n = 8) com (*) significando P < 0,05 para dose de 8 mg e
(#) P < 0,05 para 10 mg/i.a. quando comparado ao grupo salina (ANOVA de
duas vias com medidas repetidas seguida do teste Post-hoc de Bonferroni).
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4.3 Efeito nociceptivo de multiplas administragoes
intra-articulares de MIA em diferentes doses e
tempos.

Uma vez avaliado o efeito agudo em doses altas e baixas
ja utilizadas, procurou-se avaliar o efeito de miltiplas
administracées de MIA na incapacitagao articular.

O MIA foi administrado por via i.a. e apds 8 dias a mesma
dose foi re-administrada. A segunda administragdo induziu um
novo aumento no TEP, o qual se manteve até o décimo segundo
dia (P < 0,05 quando comparado ao grupo de uma unica
estimulagao (Figura 4.3 A). Ao analisar o edema articular (Figura
4.3 B), observou-se um efeito semelhante, com uma elevagao
consistente no volume articular 24 horas apds nhova
administragao, persistente por 6 dias (P < 0,05). Na presencga de
multiplas injegcdes, onde a segunda administracao de MIA passa
a ser realizada no terceiro dia, e a terceira administracao ocorrida
no oitavo dia, observa-se um prolongamento de efeito no TEP
em ambos 0s grupos comparado a um grupo controle (salina) (P
< 0,05). Uma terceira administragao é responsavel por prolongar
em um dia o efeito nociceptivo demonstrado apés as duas
administragdes anteriores (Figura 4.3 C).

Tendo-se observado efeito consistente apds duas
administragdes de 3 mg/i.a. de MIA, procuramos avaliar as
administracdes duplicadas de doses sub-efetivas. A dose de 0,5
mg, administrada uma uUnica vez ndo promoveu o aumento do
TEP comparado ao grupo salina. Duas administra¢cdes passaram
a promover incapacitacdo 24 horas apdés a segunda
administracado (P < 0,05), ndao havendo diferenga significativa nos
demais dias (Figura 4.3D). Quando avaliado o edema articular,
observou-se que tanto a primeira quanto a segunda
administracdo de uma subdose de MIA causaram um efeito
edematogénico nos 3 primeiros dias de avaliagdo, com
prolongamento em dois dias apds nova administragdo de MIA (P
< 0,05) (Figura 4.3 E).
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Figura 4.3 Efeito nociceptivo de multiplas administragées de MIA na
incapacitacdao e no edema articular. (A) Analise da incapacitagéo articular
expressa pelo TEP em segundos, demonstrado com animais com 1 e 2
administracdes de MIA 3 mg/i.a.. (B) Avaliagdo do edema articular
discriminado pela diferenga do diametro articular em centimetros. (C)
Andlise da incapacitacdo articular expressa pelo TEP em segundos,
demonstrado com animais com uma, duas e trés administracbes MIA 3
mg/i.a. comparado ao grupo controle (salina). (D) Analise da incapacitagéo
articular expressa pelo TEP em segundos, demonstrado com animais com
uma e duas inje¢des de MIA 0,5 mg/i.a. comparado ao grupo controle
(salina). (E) Avaliacdo do edema articular discriminado pela diferenga do
diametro articular em centimetros. Os dados representam a média + E.P.M.
(n = 8) com (*) significa P < 0,05 para 2 administracéo e (#) P < 0,05 para
3% administragéo (A, B, C e D), quando comparado ao grupo salina e (*)
significa P < 0,05 para 1 administracéo e (#) P < 0,05 para 2 administragées
(E). A analise estatistica empregada foi a ANOVA de duas vias com
medidas repetidas seguida do teste Post-hoc de Bonferroni.
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4.4 Resumo experimental para escolha da dose
efetiva de MIA nos estudos agudos e subcrénicos na
incapacitagao articular.

Uma das finalidades desse trabalho foi determinar a
melhor faixa de tempo e dose de MIA, para que o modelo de OA
empregado demonstre viabilidade para teste de farmacos no
tratamento da OA.

Em vista dos resultados acima, optamos pela utilizacao
de duas administragées de MIA em dose de 3 mg/i.a. nos dias
zero e trés. A escolha dessas doses deveu-se a estabilidade do
efeito nociceptivo durante 6 dias, quando comparado ao controle
(entre os dias 5 e 10). Além disso, os efeitos adicionais
resultantes de uma terceira injecdo ndo foram significantes
(Figura 4.3 C).

Para o teste de von Frey, no entanto, utilizamos um unico
estimulo intra-articular de MIA 3 mg no dia zero, tendo em vista
que este ja produziu um efeito maximo de hiperalgesia
secundaria, sobrepujando em tempo mesmo a incapacitagao
induzida por duas inje¢des de MIA.
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4.5 Analise da variabilidade do TEP com a utilizacao
de duas administragoes de MIA

Apesar da eficiéncia nociceptiva obtida com duas
administracées de MIA na incapacitacao articular, a variabilidade
de resposta observada é grande.

Plotando-se os valores individuais de TEP e a mediana,
observa-se a grande variabilidade na distribuicdo dos dados
(Figura 4.4). Tanto em animais que receberam uma Unica injegao
(do primeiro ao terceiro dia), como em animais com duas
administragdes (a partir do 4 dia), observou-se valores que se
situam dois desvios padrdes abaixo ou acima da média. Isto nos
levou a estabelecer o critério de exclusdo determinado nesse
estudo. Que foi o de considerar apenas o0s animais que
apresentassem valores de TEP dentro da faixa de 2 desvios
padrdo da média. Além disso, convencionamos realizar os
tratamentos farmacolégicos a partir do 6° dia, quando o efeito
maximo nociceptivo se demonstra presente.
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Figura 4.4 Variabilidade do TEP ap6s uma e duas administragées de
MIA. Analise da incapacitagdo articular expressa através do TEP, sobre
efeito de doses de MIA em 12 dias de avaliagbes. Avaliagdo expressa pela
mediana dos registros diarios individuais.
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46 Avaliacido dos efeitos mediados pela
administragcdo sistémica de Morfina sobre os
comportamentos induzidos pelo MIA intra-articular

A morfina é uma droga de agado opioide classica,
amplamente utilizada na clinica devido ao seu potente efeito
analgésico e, por esse motivo, foi uma valiosa ferramenta
farmacolégica para o refinamento do modelo experimental.

Primeiramente, foi avaliado o efeito da administracao
sisttmica de morfina sobre a incapacitagdo articular induzida
pela MIA (3 mg). O opioide foi administrado por via subcutanea,
imediatamente apds o registro de incapacitagdo no 3° dia apds a
segunda injegdo intra-articular de MIA (ou 6° dia apos a
primeira).

Observou-se um efeito hiponociceptivo uma hora apods
sua administragédo (P < 0,05) nas doses de 1 e 3 mg/kg (Figura
4.5 A), perdendo significancia estatistica na hora seguinte. Essas
doses mostraram tendéncia a manter o didmetro articular
menores que o grupo controle em todos os pontos de aferigao
(Figura 4.5 B). De forma parecida, o efeito antinociceptivo da
morfina foi de curta duragdo também no teste de von Frey,
observando-se um aumento no limiar nociceptivo na primeira e
segunda horas de registro (P < 0,05) (Figura 4.5 C).
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Figura 4.5 Efeito da administragdo de morfina sobre a nocicepgao
induzida por MIA 3 mg/i.a.. (A) Analise da incapacitagao articular expressa
pelo TEP (B) Avaliagdo do edema articular discriminado pela diferenca do
didmetro articular em centimetros, e em (C) a laténcia em % de retirada de
pata no teste de von Frey no sexto dia de analise apds Unica administragéo
no dia zero. Morfina foi administrada nas doses de 0,3; 1 e 3 mg/kg, no
sexto dia apos inducdo da artrite (seta preta).Os dados representam a
média £+ E.P.M. (n = 9); # e * indicam P < 0,05, para as doses de 1 e 3
mg/kg, respectivamente, quando comparado ao grupo controle tratado com
salina (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste Post-
hoc de Bonferroni).
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4.7 Avaliagido dos efeitos mediados pela
administragcao sistémica de Diclofenaco sobre os
comportamentos induzidos pelo MIA intra-articular

O diclofenaco é um anti-inflamatério ndo esteroidal, com
ampla utilizacdo clinica na osteoartrite devido a sua acéao
analgésica, possibilitando assim uma avaliagao diferenciada para
um melhor refinamento do modelo sobre os efeitos induzidos
pela MIA intra-articular.

No teste de incapacitacdo articular, o diclofenaco nas
doses de 5, 10 e 30 mg/kg, apresentou efeito antinociceptivo
mais longo do que o apresentado pelo opioide nas mesmas
condi¢gdes. Sendo possivel observar efeito significante até 24
horas apds sua administragao (P < 0,05) (Figura 4.6 A).

Curiosamente, porém, ndo observamos efeito anti-
edematogénico neste modelo (Figura 4.6 B) e, no teste de von
Frey, apenas a dose de 10 mg/kg causou aumento do limiar
nociceptivo na 22 hora apos o tratamento (P < 0,05) (Figura 4.6
C).
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Figura 4.6 Efeitos da administragcdo de diclofenaco intraperitoneal
sobre os efeitos nociceptivos induzidos por uma ou duas
administragées de MIA 3 mg/i.a.. (A) Andlise da incapacitacéo articular foi
expressa pelo TEP, (B) Avaliagdo do edema articular discriminado pela
diferenca do didmetro articular em centimetros, e em (C) a laténcia em % de
retirada de pata no teste de von Frey. O diclofenaco foi administrado nas
doses de 5, 10 e 30 mg/kg, no sexto dia apds indugéo da artrite (seta preta).
Os dados representam a média £+ E.P.M. (n = 7). &, * e # indicam P < 0,05
para as doses de 5, 10 e 30 mg/kg, respectivamente, quando comparado ao
grupo salina (ANOVA de duas vias com medidas repetidas seguida do teste
Post-hoc de Bonferroni).
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4.7 Avaliagido dos efeitos mediados pela
administragcdo intratecal de Morfina sobre os
comportamentos induzido pelo MIA intra-articular

Para avaliar a viabilidade terapéutica da aplicagdo de
opioide diretamente no canal medular espinhal, a morfina foi
administrada na porcédo lombar da medula, entre as vértebras L5
e L6.

Todas as doses testadas do opioide (0,37; 3,7 e 37
nmoles) produziram valores de TEP uniformementes menores do
que os do grupo controle (PBS) ao longo de 5 horas
consecutivas apds sua administracao intratecal. Porém, apenas a
dose de 37 nmoles (aprox. 24,7 ug) produziu significancia
estatistica na primeira e na quarta hora de analise (P < 0,05),
ainda assim essa dose foi cerca de 30 vezes menor que a dose
mais efetiva por via sistémica (Figura 4.6 A).

O edema articular, de forma similar ao tratamento
sistémico, também nédo sofreu modificagdo diante das doses de
morfina intratecal nos tempos observados, embora os valores de
diametro articular tenham ficado uniformemente abaixo dos
respectivos valores registrados para o grupo controle (Figura 4.6
B).
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Figura 4.7 Efeito da administragcdo de morfina intratecal sobre efeito
nociceptivo induzido por uma ou duas administracdes de MIA (3
mgli.a.). (A) Analise da incapacitagdo articular expressa pelo TEP, (B)
Avaliagdo do edema articular discriminado pela diferenga do didametro
articular em centimetros. A morfina foi injetada por via intratecal nas doses
de 0,37; 3,7 e 37 nmoles, no sexto dia apos a inducao da artrite (seta preta).
Os dados representam a média + E.P.M. (n = 7). *indica P < 0,05 para a
dose 37 nmoles, quando comparado ao grupo salina (ANOVA de duas vias
com medidas repetidas seguida do teste Post-hoc de Bonferroni).
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5. Discussao

Apresentado pela primeira vez em 1977 por Kalbhen e
Blum, o iodoacetato de sodio (MIA) possui a capacidade de
bloquear a gliceril-3-fosfato desidrogenase, enzima presente na
cascata da glicdlise de condrdcitos, culminando na morte celular
do mesmo. Quando administrado em joelho de cobaias, produziu
efeitos degenerativos na cartlagem em periodos de 6-8
semanas, com semelhangas histopatolégicas, macroscépicas e
bioquimicas observados no processo osteoartritico em humanos.
Os animais que foram expostos a administracao intra-articular de
MIA demonstraram efeitos analgésicos na utilizagdo de anti-
inflamatérios nao esteroidais (AINEs) e glicocorticéides, no
entanto esses farmacos nao foram eficazes frente a degeneragao
cartilaginosa (KALBHEN, 1987).

Devido a degradacdo articular, ocorre um processo
inflamatoério inicial e local, resultando em um processo
degenerativo e doloroso. Os mecanismos responsaveis pela dor
na osteoartrite (OA) ndo se apresentam bem elucidados (BOVE
et al.,, 2003). Diferente do tecido cartilaginoso, o qual nao
apresenta inervagdo, o osso subcondral, a capsula articular,
ligamentos, a sindvia e outros componentes da articulagdo séo
ricos em inervagao sensorial nociceptiva (BLACKBURN-MUNRO,
2004). Diferentes mecanismos ja foram sugeridos a serem
responsaveis pela dor, como a ativacdo de mecanoceptores
presentes na capsula articular (devido a uma hipertensao
capsular), a estimulagdo de fibras no osso subcondral na
hipertensdo intradssea, micro fraturas subcondrais, pela
inflamagédo sinovial, além de outros fatores (BLACKBURN-
MUNRO, 2004; WIELAND et al., 2005).

Em virtude das caracteristicas decorrentes da
administracdo de MIA se assemelharem aquelas descritas na OA
em humanos, sua utilizagéo foi proposta como modelo da doenca
em animais (KISS, 2011). Gerando um processo degenerativo
longo, o modelo tem sido sugerido util para induzir processos
nociceptivos crénicos, decorrente da ativacao de fibras sensoriais
periféricas tipo C e Ad (KELLY et al., 2012).

No teste de incapacitagdo articular (TONUSSI;
FERREIRA, 1992) utilizado no presente estudo, a administragao
intra-articular de MIA demonstrou induzir o aumento do tempo de
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elevacdo de pata, durante a deambulagdo do animal.
Diferentemente, dos métodos comumente reportados na
literatura, esse teste permite a avaliagdo da nocicepcéao
espontanea, mais do que meramente de hiperalgesia, evocada
no sitio primario da lesédo articular. Representando ainda uma
avaliagao direta e objetiva da funcionalidade articular. Assim, o
tempo de elevagdo da pata (ou guarda do membro), representa
um indicativo da incapacitagao articular, que na clinica se
caracteriza como a principal caracteristica de morbidade (a dor
evocada pelo movimento). Associado, também, a aferigdo do
edema articular que, de forma semelhante, se eleva dos valores
basais, é possivel entdo inferir a presenca de dor e inflamacgéo,
em comparagao aos animais normais.

A avaliagdo concomitante da sensibilidade plantar ao
teste de von Frey mostrou que a reducéo do limiar mecéanico em
um sitio distal ao foco primario de lesdo, permanece por tempo
acentuadamente mais longo que o préprio quadro de
incapacitacao e edema articular induzido nas mesmas condicdes.
Sugerindo assim que esta hiperalgesia ndo esta diretamente
ligada a nocicepcédo primaria. Trabalhos que utilizam testes
hiperalgésicos secundarios para avaliagdo de dor, como o teste
de von Frey, demonstram uma resposta decorrente do MIA em
duas fases ou picos, tendo sido esse achado relacionado a uma
transicdo de uma fase aguda para uma crénica (POMONIS et al.,
2005). No entanto, ndo foi possivel confirmar essa caracteristica
em nosso estudo, pois mesmo com multiplas aplicagcdes do MIA,
nao ocorreu cronificagdo da resposta de incapacitacao.

Como dito acima, testes como o de von Frey, avaliam a
hiperalgesia a estimulos mecéanicos geralmente em sitios
afastados da lesdo primaria, portanto, se referem ao que
chamamos de hiperalgesia secundaria. A presengca de
hiperalgesia secundaria no sitio plantar, mesmo que ipsilateral ao
joelho artritico, ndo tem correspondéncia na ésteoartrite humana,
sendo este tipo de fendmeno tipicamente encontrado em
roedores, sugerindo um processo de sensibilizagdo central mais
difuso do que o que ocorre em humanos (LAURSEN et al., 1997;
WILLIS, 1999). Na verdade, a hiperalgesia secundaria € muito
mais circunscrita a tecidos nao lesados préximos a area lesada,
em humanos. A nossa intencdo no presente trabalho foi
padronizar um método mais objetivo para a avaliagdo algésica
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pré-clinica da OA em ratas, uma vez que o problema real em
humanos é a dor primaria na articulagdo e nao parestesias ou
disestesias decorrentes de um fendmeno hiperalgésico
secundario, pois estes Ultimos ndo parecem ter grande
relevancia clinica.

Alem disso, Okun em 2012, avaliando o efeito do MIA
intra-articular no teste de von Frey e no de distribuicdo de peso
(Weight Bearing), relatou efeito de até 28 dias. Considerando
que o teste de distribuicdo de peso € um tipo de avaliacdo de
incapacitagao mediante a redistribuicdo do apoio entre as patas
anteriores (COMBE; BRAMWELL; FIELD, 2004; OKUN et al.,
2012), novamente temos uma discrepancia entre a duragdo do
sugerido efeito nociceptivo induzido pelo MIA, entre esses
achados e o0 que nds observamos no presente estudo.

Uma possivel explicacdo para esta diferenga pode estar
no fato de que no teste de distribuicdo de peso, o animal é
imobilizado para que se realize o registro. Enquanto no teste de
incapacitacdo articular, o animal deve realizar a tarefa de andar
sobre o cilindro de registro. Assim, no primeiro teste a ateng¢édo do
animal nao é dividida, além do que o estresse de imobilizacio
pode aumentar essa atengdo ao foco de nocicepgdo (MARTINS
et al, 2010). Por outro lado, no teste de incapacitagéo articular, o
deambular do animal pode representar uma situacdo mais
semelhante a incapacitagdo devido a OA em humanos, sendo o
quadro clinico muito dependente do movimento. No registro de
comportamental em video, com o animal livre na caixa de
observagdo, o comportamento de guarda do membro afetado
reproduziu essencialmente o decurso temporal observado no
teste de incapacitagdo articular. Sendo que neste tipo de registro
0 animal ndo é obrigado a deambular, porém esta livre para
deambular pelo ambiente da caixa de observagdo em que é
colocado, reforca a nogdo de que as condicbes do teste de
distribuicdo de peso, podem induzir uma percepcao errbnea do
grau de nocicepgao induzida pelo MIA a longo prazo.

Nesse trabalho utilizou-se ratas para todos os protocolos
experimentais, pois ocorre maior predomindncia da OA em
pacientes do sexo feminino (SRIKANTH et al., 2005). Diversos
estudos demonstram as influéncias negativas e positivas
relacionadas com a variagdo da sensibilidade algésica resultante
da modulagdo hormonal do animal conforme o ciclo estral que o
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mesmo se encontra (HOOPER; BRYAN; EATON, 2011;
MORAES et al.,, 2012). O ciclo estral completo de uma rata
ocorre em um periodo de quatro a cinco dias, resultando que no
periodo transcorrido nos testes aqui realizados os animais
passaram por todos os estagios deste ciclo, logo, contudo a
variacdo do ciclo estral ndo pareceu ser um fator de variabilidade
para os resultados observados.

A nocicepcdo na OA parece estar diretamente
relacionada ao contato dos ossos, devido ao desgaste articular e,
consequentemente, a ativacdo mecanica de nociceptores, e
também sua sensibilizagdo por citocinas derivadas do processo
necrotico presente (LEE et al, 2011; SCHUELERT;
MCDOUGALL, 2009). O MIA, & um inibidor irreversivel da
Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) e é absorvido
junto a nutrientes presente no liquido sinovial articular apés sua
administracdo. No entanto, uma uUnica administracdo de MIA néao
deve ser responsavel pela morte celular de toda camada de
condrécitos presentes na cartilagem articular. Isto deve decorrer
da cronificagdo do processo degenerativo, que é dependente da
liberagdo de citocinas e, sequencialmente, da produgao de
metaproteinases, dando continuidade ao processo apoptético do
sistema (GOLDRING, 2000). De forma semelhante, na OA
observa-se um estagio inflamatério inicial decorrente da
degradagao cartilaginosa, com infiltrado celular e liberagéo de
citocinas proé-inflamatérias, culminando na expressdo da COX-2.
Essa age primordialmente na producdo de prostaglandinas pro-
inflamatérias, sendo essas Ultimas responsaveis pela
sensibilizagdo de aferentes primarios (VANE; BAKHLE;
BOTTING, 1998).

Esta talvez seja a explicagdo do por qué uma Uunica
administracdo de MIA se demonstrou limitada em seu efeito
nociceptivo. Com duas aplicagcbes de MIA, como no modelo
utilizado aqui, é possivel que, juntamente com o atrito e desgaste
articular, a segunda injecdo de MIA estaria provocando a
degradacdo de camadas mais externas de condrécitos,
consequentemente liberando mais mediadores inflamatorios
capazes de ativar os nociceptores, intensificando o processo
necroético e, assim, a nocicepgdo (GOLDRING, 2000; LEE et al.,
2011; SCHUELERT; MCDOUGALL, 2009).
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As multiplas aplicacdes de MIA acarretam em uma
deformagdo macroscopica gradativa na articulagdo, resultando
em um inchagco pontual com remodelagédo cartilaginosa e sua
intensificacdo decorre do numero de administracbes feitas. No
entanto mais de duas aplicagdes nao resultou em uma influencia
nociceptiva consideravel, como mostrado em nossos resultados.
Mesmo ndo apresentando um efeito cronico de 28 dias como
reportado por outros autores (POMONIS et al., 2005), observou-
se nessa circunstdncia uma janela temporal que possibilita
estudos prolongados com mais de seis dias.

A evolugdo da OA possui uma influéncia direta da
qualidade de vida além de outros fatores de risco (GRIFFIN;
GUILAK, 2009; VISSER et al.,, 2015). Em sua evolugdo, a
patologia pode ser classificada conforme a degradagao
decorrente (AL-ZAHRANI; BAKHEIT, 2002), possuindo estagios
patolégicos. Semelhante a outras patologias, sua evolugao
temporal mostra-se variavel de individuo a outro, onde além de
razdes sociais, também recebe influéncia imunolégica individual
(P.M., 2011). De maneira similar, os animais utilizados nesse
estudo apresentam variabilidades naturais que resultam em
diferentes sensibilidades para o desenvolvimento mais brando ou
severo de uma patologia. Nessa circunstancia, observamos uma
diferenga dentre os grupos avaliados, no desenvolvimento € na
sensibilidade do teste entre animais que passaram pelo mesmo
protocolo experimental, resultando em respostas temporais
diferentes, ou variancia na intensidade da patologia instalada.

A OA é caracterizada por um tratamento com enfoque
nas condigdes patolégicas, como a diminui¢do da dor. Diversos
medicamentos sdo utilizados para esse fim, tendo sua escolha
determinada principalmente pelo estagio de evolugdo do quadro
clinico e a resposta terapéutica. Dentre estes farmacos
encontram-se os anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) e os
opioides (BOBACZ, 2013; GIMENEZ et al., 2014).

O teste de incapacitagao articular (BRESSAN; CUNHA;
TONUSSI, 2006; SOUZA-SILVA et al, 2013; TONUSSI;
FERREIRA, 1992), demonstrou ser sensivel para a maioria das
classes de analgésicos e AINEs (TONUSSI; FERREIRA, 1992).
Corroborando nossos achados com incapacitagcado induzida por
outros estimulos, o diclofenaco mostrou-se eficiente também no
presente caso, porém aparentemente muito menos eficiente em
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reverter o limiar nociceptivo para a estimulacao plantar com as
cerdas de von Frey. Se por um lado esse achado reforga a
importadncia j& notada anteriormente das prostaglandinas na
manutenc¢do da incapacitagao articular, por outro sugere que a
sensibilizacdo central evidenciada pela reag¢ao as cerdas de von
Frey pode ja se encontrar dissociada do foco de nocicepgao
primaria. Nesse caso, testes de hiperalgesia secundaria como o
de von Frey, ndo seriam bons preditores do efeito analgésico de
farmacos neste modelo de osteoartrite.

Contudo, a auséncia de efeito antiedematogénico do
diclofenaco contrasta fortemente com o obtido com inibidores de
ciclooxigenase em outros modelos de inflamagéo articular. O que
sugere que o aumento do didmetro articular induzido pelo MIA,
apoés seis dias, ndo tem correlacio com a produgdao de
prostaglandinas no foco de lesdo. Resultados esses que
concordam Kalbhen, que demonstrou a ineficacia desses
farmacos na interrupgao da degradagéo cartilaginosa.

A administracdo sistémica de morfina também
demonstrou-se eficiente e de similar efeito analgésico como
quando observado em estudos anteriores de incapacitacdo
inflamatéria (TONUSSI; FERREIRA, 1992) ou por formalina
(MARTINS, 2006). No entanto, de curto efeito temporal. O que
sugere a necessidade de um regime posolégico de multiplas
aplicagOes diarias para se obter conforto analgésico.

Aplicacdes repetidas de morfina podem demonstrar
efeitos supressores além do nociceptivo, por exemplo a reducgao
da capacidade locomotora do animal com administracdes
superiores a 2,5 mg/kg (KOKS et al., 1999). Em doses maiores
de morfina, observa-se a interagdo dessa droga com demais
estruturas supraespinais, o que resulta muitas vezes no
surgimento de efeitos adversos como a sonoléncia e sedacgao.
Ambos podendo ser evidenciados através da avaliacdo da
atividade locomotora espontanea do animal (VANZ, 2013). No
entanto, em uma situagdo na qual o animal é estimulado a
deambular (como no teste da incapacitagao articular), percebe-se
que esse efeito é relativo. De qualquer forma, alternativas ao
tratamento sistémico teria beneficios ébvios para pacientes que
precisam fazer uso cronico do medicamento analgésico, pois isso
significaria uma melhor qualidade de vida ao individuo. Por isso o
achado de que a administracdo intratecal de morfina foi cerca de
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30 vezes mais potente em produzir analgesia e ainda com maior
tempo de duracdo, é muito relevante para a clinica da dor na
osteoartrite.

Assim como em outros casos de dor crénica em
humanos, a implantacdo de bombas de infusdo continua de
morfina na medula espinhal pode ser uma alternativa vantajosa
para o controle a longo prazo também da dor na osteoartrite.

A morfina quando administrada por via intratecal diante
de inflamagado articular gerada pela carragenina, se mostrou
capaz de reduzir o edema gerado (STEIN, 2012). No entanto,
quando avaliado esse pardmetro na presenca do MIA intra-
articular, observou-se que o edema ndo sofreu alteragao
estatisticamente  significante, embora tenha claramente
apresentado tendéncia em reduzir o didmetro articular. Resultado
esse que pode ser devido ao fato do tratamento com a morfina
ter sido realizado em uma Unica administracdao, dias apés a
instalacdo da patologia. Além disso, essa articulagdo também
pode apresentar alteragcdes no tamanho articular devido a fatores
nao inflamatérios ou vasculares, como na remodelacdo da
cartilagem, que ndo sdo modulados pelo estado funcional dos
nociceptores.



50



51

6. Conclusao

Nossos resultados mostraram que o teste de
incapacitacdo articular divergiu em sensibilidade nociceptiva
diante de outros testes hiperalgésicos secundarios e primarios.
No entanto, possibilitou avaliar uma resposta consistente do
efeito mais representativo da OA de joelho que é a incapacitagao
articular.

O modelo foi eficiente em mostrar o efeito antinociceptivo
de farmacos classicos utilizados na clinica para o tratamento da
dor da OA.

Este estudo também mostrou que a administracao
intratecal de opioide pode ser uma alternativa vantajosa para o
controle crénico da dor na OA.
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