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RESUMO

A osteoartrite (OA) ¢ uma doenca osteoarticular degenerativa cronica que causa dor, rigidez e
limitacdo da fung¢do articular, sendo uma das principais causas de incapacidade em idosos. O
objetivo do estudo foi caracterizar radiologicamente a OA experimental em ratos e relacionar
esses achados com analises comportamentais. O interesse por este estudo surgiu da necessidade
de aprofundar os conhecimentos sobre o modelo experimental, especialmente na comparagao
entre animais machos e fémeas. Este modelo ¢ amplamente utilizado em pesquisas pré-clinicas
devido ao seu baixo custo, resposta confiavel a dor, predisposi¢do a doenga e rapida indugao.
Além disso, a estabilidade genética garante a consisténcia dos resultados, o que reforga a
importancia desta pesquisa. Foram utilizados 29 ratos, divididos em seis grupos, incluindo
machos e fémeas saudaveis, e grupos submetidos ao protocolo experimental de OA, com e sem
tratamento com anti-inflamatorio nao esteroidal (AINE). Nos dias 0, 4, 7, 14, 21 e 28
experimentais foram realizados os testes comportamentais e de motricidade de weigh bearing,
rotarod e Von Frey e os exames radiologicos. Os resultados mostraram que, apos 28 dias, houve
melhora na capacidade de deambulagdo for¢cada e no limiar nociceptivo entre os grupos, sem
diferenga estatisticamente significativa entre os grupos tratados e ndo tratados, assim como
entre machos e fémeas. Os principais achados radioldgicos incluiram redug¢do do espago
articular, esclerose 0ssea e ostedfitos marginais. Concluiu-se que os achados radiogréficos
podem ter pouca relagdo com os sintomas apresentados pelos animais, especialmente quando
relacionados aos testes comportamentais de motricidade.

Palavras-chave: osteoartrite experimental; exame radioldgico; motricidade.



ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a chronic degenerative osteoarticular disease that causes pain, stiffness,
and limited joint function, being one of the leading causes of disability in the elderly. The aim
of the study was to radiologically characterize experimental OA in rats and correlate these
findings with behavioral analyses. The interest in this study arose from the need to deepen
knowledge about the experimental model, especially in the comparison between male and
female animals. This model is widely used in pre-clinical research due to its low cost, reliable
pain response, predisposition to disease, and rapid induction. Additionally, genetic stability
ensures the consistency of results, which underscores the importance of this research. A total of
29 rats were used, divided into six groups, including healthy males and females, and groups
subjected to the experimental OA protocol, with and without treatment with a nonsteroidal anti-
inflammatory drug (NSAID). On experimental days 0, 4, 7, 14, 21, and 28, behavioral and
motor tests (weight bearing, rotarod, and Von Frey) as well as radiological exams were
conducted. The results showed that after 28 days, there was an improvement in forced
ambulation capacity and nociceptive threshold between the groups, with no statistically
significant difference between treated and untreated groups, nor between males and females.
The main radiological findings included reduced joint space, bone sclerosis, and marginal
osteophytes. It was concluded that radiographic findings may have little correlation with the
symptoms presented by the animals, especially when related to behavioral motor tests.

Keywords: experimental osteoarthritis; radiological examination; motor skills.
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1 INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) ¢ uma doencga osteoarticular degenerativa cronica progressiva de
etiologia multifatorial que se manifesta por artralgia, rigidez, fungdo articular limitada, além
de, perda progressiva com reparagdo inadequada da cartilagem. E uma das doengas mais
frequentes encontradas na populagdo mundial, sendo a causa mais comum de incapacidade em
pessoas idosas e a quarta principal causa em mulheres (Santos ef al., 2020). Estima-se que o
custo médico da OA em varios paises represente entre 1% e 2,5% do seus PIBs (Produto Interno
Bruto) e as afec¢des nas articulagdes do quadril e do joelho representam a maior propor¢ao
destes custos (Hunter; Bierma-Zeinstra, 2019).

Em 2022, a Sociedade Brasileira de Reumatologia relatou que a OA atinge
principalmente a articulagdo coxofemoral. A doenca em si, ¢ pouco comum em pacientes com
idades inferiores a 40 anos, sendo mais frequente apds os 60 anos. Em torno dos 75 anos, 85%
das pessoas tém evidéncia radioldgica ou clinica da doenga, mas somente 30 a 50% dos
individuos com alteragdes observadas nas radiografias queixam-se de dor cronica.

Sendo assim, ¢ de fundamental importancia compreender que a OA representa uma
problematica para as politicas de saude publica. Trata-se de uma doenga de preocupacgao
crescente para a medicina, além de, um grande desafio para a ciéncia nos dias de hoje. Desta
forma, os modelos experimentais para pesquisa e estudo da OA permitem que os pesquisadores
acompanhem a progressao da doenca, sendo utilizados em vérias espécies, principalmente em
ratos e camundongos, aceitos por toda comunidade cientifica mundial (AlvesSimdes, 2022).

As pesquisas de Morais et al. (2016), Sophocleous; Huesa (2019), Wang et al., (2020),
Rotpenpian ef al., (2021) e Morais ef al. (2024) demonstram a eficdcia da utilizagdao de animais
de laboratorio para as pesquisas com OA. Estes estudos, por exemplo, evidenciam desde a
aplicabilidade de modelos experimentais de OA, por meio de alteragdes funcionais,
radioldgicas e microscopicas da articulagdo. Para Luciano ef al. (2024), as técnicas de imagem,
como radiografia e ressonancia magnética (RM), sdo ferramentas eficazes no diagnostico da
osteoartrite (OA), sendo a radiografia a modalidade mais comumente utilizada para o
diagnostico de osteoartrite em virtude da facilidade de execugao da técnica e dos custos que ela
possui.

Posto isto, sabendo-se que os critérios radiologicos utilizados para interpretagdo dos
resultados relacionados ao diagnostico e evolugdo da doenga em modelos experimentais sao

pontuais e seguem os critérios descritos por Kellgren & Lawrence (1957), para humanos, torna-
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se essencial reavaliar sua aplicabilidade em animais. Nosso grupo de pesquisa, que trabalha ha
anos com esse modelo experimental, tem observado uma variabilidade na correlacdo entre os
achados radioldgicos e andlises da dor nos animais. Essa relacdo pode ser influenciada por
diferencas anatomicas e fisioldgicas entre espécies, destacando a importincia de uma
abordagem criteriosa na avaliacdo da osteoartrite experimental.

O interesse pela tematica em questdo, surgiu a partir da necessidade do aprofundamento
dos conhecimentos referentes ao modelo experimental, com vistas a demonstrar da correlagao
entre animais machos e fémeas, uma vez que se percebeu que o tema permite uma vasta
exploragdo, considerando-se sua ampla utilizagdo em modelos pré-clinicos, além disso oferece
baixo custo, com resposta confidvel a dor, pré-disposi¢do a doenga, como rapida resposta a
inducdo. O modelo oferece também estabilidade genética, garantindo a reproducao consistente
de caracteristicas especificas, o que reflete diretamente na uniformidade dos experimentos.
Diante do exposto, justifica-se a importancia da presente pesquisa.

Assim, considerando a relevancia da tematica e a necessidade dos métodos de analise
da osteoartrite (OA) em modelos experimentais, esta pesquisa tem como objetivo caracterizar
radiologicamente a OA experimental em modelo murino, relacionando os achados
morfoldgicos com as analises comportamentais. Da mesma forma serd analisada a interferéncia
da variavel sexo por meio das avaliagdes radioldgicas e comportamentais, permitindo uma
correlagdo entre os achados obtidos e os dados dos testes comportamentais € exames

radiologicos.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Osteoartrite — OA: caracterizagio, prevaléncia, etiologia e tratamento

A osteoartrite (OA), também conhecida como osteoartrose ou artrose, ¢ uma doenga
articular degenerativa cronica que afeta predominantemente a cartilagem articular, resultando
em dor, rigidez, deformidade e perda progressiva da funcdo articular. Esta condigdo ¢
caracterizada por alteragdes estruturais e funcionais nas articulagdes, incluindo degeneracao da
cartilagem, formagdo de ostedfitos (espiculas Osseas), inflamagdo sinovial e alteragdes Osseas
subcondrais. A OA ¢ uma das principais causas de incapacidade fisica e impacta
significativamente a qualidade de vida dos individuos afetados (Artuzi et al., 2020).

Definida através de diferentes etiologias, mas com efeitos bioldgicos, morfologicos e
clinicos semelhantes, o processo da OA envolve ndo apenas a cartilagem, mas toda a articulagdo
com alteracdes no osso adjacente, bem como, na membrana sinovial, c4psula articular,
ligamentos e musculatura ao redor da articulagao. A doenca leva a uma destrui¢do gradual da
cartilagem, que inicialmente fibrila, e ¢ posteriormente afetada por fissuras e ulceragdes e,
finalmente, perda irregular de toda a cartilagem com desnudamento do osso subjacente
(Bliddal, 2020).

A OA representa uma desordem no equilibrio entre os processos de construcio e
destruicdo, predominantemente controlados pelos condroblastos. Trata-se de uma condi¢do
patologica que afeta a totalidade da articulagdo, caracterizada pela deterioragdo gradual dos
constituintes da matriz extracelular da cartilagem articular, em conjunto com fatores
inflamatorios secundarios. Estas mudangas degenerativas sao acompanhadas por alteragdes nos
tecidos periarticulares, incluindo inflamacdo sinovial, formagdo de ostedfitos e alteragcdes
Osseas subcondrais. Pode afetar qualquer articulagao, mas ¢ mais comum em articulagdes que
suportam peso, como os joelhos, quadris, coluna vertebral e articulagdes das maos (Kolasinski
et al., 2020).

No Brasil, entre os anos de 2017 e 2019 foram registradas 74.730 internagdes por
osteoartrite, em pessoas entre 50 e 80 anos ou mais. No mesmo periodo o percentual da
osteoartrose foi maior no sexo feminino com 62,69% das internagdes contra 37,30% no sexo
masculino (Souza et al., 2022). Os nimeros da previdéncia social no Brasil retratam que a OA
¢ responsavel por 7,5% de todos os afastamentos do trabalho, sendo a segunda patologia em

relacdo ao auxilio-doenga, e a quarta a estabelecer aposentadoria (Felimberti, 2022).
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Segundo Acri et al. (2019), a prevaléncia da OA aumenta com a idade, sendo mais
comum em pessoas com mais de 60 anos. No entanto, também pode ocorrer em adultos mais
jovens, especialmente aqueles com fatores de risco, como obesidade, lesdes articulares prévias
e historico familiar da doenga. Um outro ponto importante além do impacto direto na qualidade
de vida dos individuos afetados, a OA também representa um Onus econdmico substancial
devido aos custos associados ao tratamento médico, reabilitacao e perda de produtividade.

O tratamento da OA ¢ multifacetado e objetiva aliviar a dor, melhorar a fung¢ao articular
e retardar a progressao da doenga. Existem varias abordagens terapéuticas disponiveis, que
podem ser combinadas para atender as necessidades individuais de cada paciente (Sousa
Valente, 2019). Uma das principais estratégias de tratamento para a doenca envolve a gestao da
dor. Isso pode ser alcancado através do uso de analgésicos, ou anti-inflamatorios ndo esteroides
(AINEs), que ajudam a reduzir a inflamagao e aliviar a dor. Em casos de dor mais intensa,
podem ser prescritos opidides, embora seu uso seja geralmente reservado para casos graves de
OA devido ao risco de dependéncia e efeitos colaterais adversos (Monteiro et al., 2021).

Os AINEs agem bloqueando a ciclooxigenase (COX), consequentemente inibindo a
sintese de prostaglandinas. Dessa forma, previnem a sensibilizacdo de nociceptores e,
consequentemente, bloqueiam a hiperalgesia inflamatoria. Os opiodides, que sdo potentes
analgésicos de acdo central e periférica, também agem nos mecanismos inibitorios
descendentes, inibindo diretamente os terminais nociceptivos ou as sinapses nociceptivas
espinhais (Rodrigues, 2019).

O meloxicam ¢ um grupo de AINEs que esta incluido na categoria ndo seletiva de COX-
2 porque pode inibir parcialmente a COX-1. O meloxicam pode atuar inibindo a biossintese da
COX-2, inibindo os niveis de IL-18 e TNF-y, que desempenham um papel no processo
inflamatério (Khotib ef al., 2019).

Em sua etiopatogenia, a biomecanica da articulagdo desempenha um papel fundamental.
A sobrecarga funcional da cartilagem ou instabilidade na articulagdo podem exceder sua
capacidade adaptativa. Além disso, disfungdes no sistema de remodelamento interno podem
surgir devido a injurias de origem inflamatoria, imunologica ou biomecanica, levando a uma
liberagdo aumentada de enzimas proteoliticas. Fatores extracartilaginosos, como alteragdes no
liquido sinovial, na membrana sinovial e no tecido 6sseo subcondral, também desempenham
um papel significativo. Esses processos culminam em inflamagdo sinovial, degradagdo da
cartilagem, remodelagdo dssea e formagdo de osteofitos, resultando em sintomas como dor,

rigidez, edema e comprometimento da funcdo articular normal (Kolasinski et al., 2020).
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E importante destacar que as articulagdes do quadril e joelho sdo as articulagdes
sinoviais de maior ocorréncia da OA. Em linhas gerais, estas articulagdes sdo caracterizadas
por vascularizagao limitada, dependente do fluido sinovial para a nutricao da matriz extracelular
e adequada lubrificacdo para que ocorram os movimentos articulares adequadamente. Durante
condi¢des inflamatorias ocorre um desequilibrio nas citocinas presentes no fluido sinovial,
resultando em um aumento das citocinas pro-inflamatdrias, como interleucinas (IL)-1y, IL-2,
IL-6 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Estas citocinas desempenham um papel crucial
nos processos inflamatdrios e na degradagdo da cartilagem, que sdo caracteristicas da OA. O
TNF-a, em particular, ¢ reconhecido como um regulador chave na progressao da degeneragao
da cartilagem na articulacdo do joelho, induzindo a producao de outras citocinas inflamatérias
e enzimas de degradagdo, como as metaloproteinases da matriz (MMPs) e colagenase,
contribuindo assim para a inflamagao e destruicao da cartilagem e do osso na OA (Liao et al.,
2020; Wang et al., 2020).

De acordo com Fernandez-Martin et al. (2021), o condrécito articular ¢ o sensor da
homeostase da cartilagem articular e desempenha um papel critico na manutengdo da estrutura
e funcdo fisioldgica normal da cartilagem articular. Estudos demonstraram que a homeostase
do condrdcito articular pode ser perturbada por multiplos fatores, incluindo carga mecanica
anormal e envelhecimento. Além disso, alteragdes genéticas nas vias de sinalizacao
TGFo/Smad, Wnt/B-catenina e Ihh podem perturbar o equilibrio entre atividades anabolicas e
catabolicas na cartilagem articular, resultando na degradagao irreversivel da matriz extracelular.
A maioria dos modelos de osteoartrite converge para a regulagdo positiva de enzimas
catabolicas, como MMP-13 e ADAMTSS, sugerindo que essas enzimas podem servir como
potenciais alvos terapéuticos na regulacdo da progressao da OA. Além disso, segundo Artuzi et
al., (2020), a manipulagdo destas moléculas também pode desempenhar um papel na
regeneracao da cartilagem articular.

Segundo Derwich et al. (2021), as principais proteases envolvidas na OA incluem a
colagenase e a metaloproteinase da matriz-1 e 2. A deteccdo de TNFa, IL-1p3, IL-6, IL-8,
Interferon Gama (INF-y) e outras citocinas tém sido documentadas no fluido sinovial de
pacientes com OA. Estas, tém sido objeto de estudo por sua capacidade de induzir a sintese de
proteases, resultando em aumento das taxas de degradagdo da matriz extracelular e reducao da
sintese de proteoglicanos. Os metabolitos do &cido araquidonico atuam como mediadores
inflamatorios, precursores de varias prostaglandinas, tromboxanos e leucotrienos, responsaveis

pela excitabilidade neuronal, levando a um efeito pro-nociceptivo.



16

2.2  OA Experimental e Inducio com Monoiodoacetato de Sédio - MIA

Idealmente, um modelo de OA deveria estar em uma espécie de mamifero que permita
multiplas andlises, incluindo avaliacdo de resultados clinicos, e ter o genoma totalmente
sequenciado e publicamente disponivel para facilitar estudos fisiopatoldgicos e identificacao de
alvos de tratamento. Nenhuma espécie preenche todos esses critérios, cada uma tendo
vantagens e desvantagens potenciais. Em geral, espécies menores facilitam maior
reprodutividade em menor tempo, menor custo € maior controle sobre as variaveis
experimentais (genética, idade, sexo, massa corporal, dieta, ¢ meio ambiente). O
estabelecimento de protocolos padronizados também sdo mais comuns em animais menores,
mas as melhorias tecnoldgicas e a investigacdo continua ajudam a caracterizagdo semelhante
de espécies maiores, que sdo mais receptivas a extracao de amostras de tecido/fluidos para o
uso de avaliagdes clinicamente relevantes (imagens radiograficas, Tomografia
computadorizada, ressondncia magnética padrdo, artroscopia) e imitar mais de perto a
anatomia, morfologia e mecénica de articulagdes humanas (Zak et al., 2022).

Segundo Cougo et al. (2021), a abordagem utilizando modelos animais para
investigacdo das desordens articulares ¢ de extrema importincia na analise da patogénese
dessas condigdes em pesquisas pré-clinicas, bem como na avaliacio de intervencdes
terapéuticas potenciais, dada a complexidade das patologias e a ampla variedade de tratamentos
clinicos e/ou cirurgicos aplicados.

Os primeiros modelos de OA foram desenvolvidos para estudar os aspectos estruturais
da doenga, por exemplo, para entender a degeneragdo da cartilagem, em detrimento aos aspectos
sintomaticos. Pesquisadores recorreram a modelos animais pré-clinicos in vivo para investigar
as alteragdes patologicas iniciais na OA. De maneira geral, esses modelos oferecem vantagens
para o estudo da OA, embora também possuam limitacdes (Alves-Simoes, 2022; Cope et al.,
2019).

Apesar das limitagdes, os modelos animais de OA continuam sendo uma ferramenta
valiosa para a pesquisa pré-clinica e t€ém sido amplamente utilizados para estudar os
mecanismos subjacentes a doenga e testar a eficacia de novos tratamentos. Com o avango das
técnicas de modelagem e a crescente compreensdo dos processos patoldgicos envolvidos na
OA, acredita-se que esses modelos desempenhem um papel importante no desenvolvimento de

novas terapias para essa doenga debilitante (Cui ef al., 2019).
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Os modelos animais, portanto, sdo de importancia crucial para as pesquisas sobre OA,
assim como para o desenvolvimento de novas terapias. Parte do alinhamento ideal dos modelos
pré-clinicos com populacdes de pacientes relevantes € a consideracdo de potenciais fatores
intrinsecos e extrinsecos que podem confundir ou contribuir para a doenga OA e a variabilidade
da doenca, como idade, sexo, origem étnica/genética e condigdes de saude e comorbidades.
Grande parte da pesquisa de modelo pré-clinico de OA publicada utiliza animais jovens, machos
e saudaveis (Zaki et al., 2022).

Xiang et al., (2021) revisaram os principais métodos utilizados em pesquisas com
animais e os resumiram em quatro categorias distintas: (i) procedimentos cirurgicos (ressec¢ao
parcial do menisco, perfuragdo do tecido articular); (ii) indugdo quimica (inje¢ao intra-articular
de substancias como ovalbumina, colagenase, monoiodoacetato de sddio, formalina, fator de
crescimento endotelial vascular, entre outros); (iii) estresse mecanico (aplicacao de abertura
passiva da articulacdo, alteragdo na carga articular) e; (iv) indugdo de estresse psicoldgico. Para
estes autores, estas abordagens oferecem diferentes formas de simular condigdes patoldgicas
no joelho, permitindo o estudo da fisiopatologia e o desenvolvimento de terapias potenciais.

Serra & Soler (2019) relataram em seus estudos que para trabalhar com um modelo
cirargico € necessario que se possua conhecimento especifico da anatomia da espécie em que
vai trabalhar, conhecer a biomecanica da articulagdo, ser proficiente na técnica asséptica e
cirirgica que permite que o modelo desejado seja produzido com precisdo e estar familiarizado
com protocolos anestésicos e analgésicos proprios para a espécie, que resultard na menor
morbidade, e mortalidade dos animais em experimentacdo, resultando em melhor bem-estar
animal, menor custo econdmico € maior homogeneidade no modelo de lesdo, evitando danos
iatrogénicos durante o procedimento.

A inducdo quimica utiliza diferentes agentes quimicos, enzimaticos ou hormonais para
desencadear a OA. A injecdo intra-articular de Monoiodoacetato de Sodio (MIA) tem
demonstrado induzir alteragdes histologicas nas articulagdes de animais que se assemelham a
doenca em humanos, como apoptose de condroblastos e desequilibrio na matriz 6ssea
cartilaginosa e subcondral (Xiang et al., 2021).

Miller et al., (2014) revisaram artigos publicados sobre modelos animais ¢ OA e
relataram que modelos de indugdo quimica com MIA e os cirurgicos sao os modelos mais
utilizados. A inducao com MIA foi registrada pela primeira vez em 1987, para induzir um
fenotipo semelhante e os comportamentos de dor relacionados a OA. Segundo (Yu et al., 2022),

este modelo induz um fendtipo doloroso rapido, reprodutivel e robusto e uma extensa patologia
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articular. A inje¢do intra-articular de MIA leva a morte dos condrécitos através da inibi¢ao da
gliceraldeido-3-fosfatase e da interrupcao da glicolise celular, resultando na degeneracdo da
cartilagem, destruicao 0ssea, causando inflamagao grave e aguda, que da origem a fase mais
longa e degenerativa da OA. E um modelo bem estabelecido e amplamente utilizado.

Xu et al. (2020) em sua pesquisa afirmaram que a inje¢do de MIA poderia aumentar a
sensibilidade das fibras aferentes da articulacdo do joelho levando a nocicepcao, o que se reflete
por hiperalgesia térmica e redug@o do limiar mecanico. Estes autores relataram que as alteragdes
na marcha estavam relacionadas ao aumento da nocicep¢ao, sugerindo que os padrdes de
marcha podem ser usados para avaliar modelos de dor. Portanto, este modelo ¢ principalmente
utilizado para avaliar a dor relacionada a OA e rastrear medicamentos orais, bem como
medicamentos injetaveis na articulagdo. De acordo com Nicot et al. (2021), o uso do MIA como
agente indutor da doenca em modelos animais ¢ fundamental para a pesquisa translacional e o
desenvolvimento de novas terapias para a doenga em humanos.

Ademais, modelos genéticos também tém ajudado a compreender melhor as bases
genéticas da OA e seu efeito na patogénese da doenca. No entanto, embora estes modelos
possam desenvolver a doenga naturalmente, ¢ comum estimular ou acelerar o aparecimento da
anomalia utilizando métodos de indu¢ao, encurtando assim os tempos de inicio e exacerbando
os estagios da doenga. Por fim, deve-se lembrar que, apesar de vantagens desses modelos, a
significativa variabilidade entre os animais no desenvolvimento da doenca, bem como, o alto
custo para longos periodos de estudo, condicionam a utilizacdo destes modelos. Da mesma
maneira, a doenca desenvolvida em humanos estd associada a patologias poligénicas, ¢ a

maioria desses modelos atua em genes especificos (Serra; Soler, 2019).

2.3  Avaliacido da OA - testes comportamentais e de diagndstico

A avaliagdo da OA em modelos animais € crucial para compreensao sobre o processo
de desenvolvimento da doenga, possibilitando informagdes sobre sua fisiopatologia e potenciais
intervengdes terapéuticas. Diversas ferramentas sdo empregadas para essa finalidade,
abrangendo métodos histologicos, radiograficos, de imagem por ressonancia magnética e
microtomografia computadorizada, além de testes biomecanicos (Derwich et al., 2021).

A escolha dos testes biomecanicos ou comportamentais estd fundamentada na
necessidade de avaliar diferentes aspectos relacionados a OA, incluindo dor, funcao articular e

atividade fisica. A claudicac¢do e a rigidez articular observadas no teste de mobilidade sdao
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caracteristicas comuns da OA em humanos e podem fornecer dados sobre a gravidade da doenga
nos animais. Da mesma forma, a avaliagdo da atividade fisica permite monitorar as alteragdes
no comportamento locomotor e na qualidade de vida dos animais ap6s a indugdo da OA (Cui et
al., 2019).

Além disso, de acordo com Bi et al. (2020) os testes que envolvem respostas a estimulos
dolorosos sdo essenciais para investigar a dor associada a OA e sua influéncia no
comportamento dos animais. A validacao desses testes comportamentais € crucial para garantir
a confiabilidade e a sensibilidade do modelo animal de OA induzida por MIA, bem como para
estabelecer correlagdes entre os achados comportamentais € os parametros fisiologicos da
doenga.

Os testes comportamentais ou biomecanicos sdo ferramentas empregadas que
contribuem para a mensuracao da capacidade motora e desconforto articular, que possibilitam
a mensuracdo do impacto do MIA na funcionalidade articular e consequentemente colaboram
para investiga¢do e criacao de terapias destinadas ao tratamento e involu¢ao da doenga. Dentre
os procedimentos, o Weight Bearing - WB, Von Frey, o Rotarod test e a deambulagado forgada,
fornecem informagdes sobre o comportamento dos animais, permitindo a avaliagdo da dor e a
incapacidade funcional associadas a OA (Abramowicz et al., 2021; Monteiro ef al., 2021).

Segundo Kolasinski ez al. (2020), o Weight Bearing (WB) € um dos testes biomecanicos
que desempenha um papel fundamental na avaliagao da OA induzida por MIA em modelos
murinos. A assimetria na distribui¢do do peso carregado serve como um indicador primario de
hipersensibilidade relacionada a dor. Essa avaliacdo envolve a medi¢do do peso suportado por
cada membro pélvico do animal usando um “testador de incapacitancia”, onde os ratos sao
posicionados com suas patas traseiras em almofadas transdutoras separadas. A distribuicao de
peso sobre as patas € registrada, com os resultados expressos como a porcentagem de peso
suportado pela pata traseira em relagdo ao peso total suportado pelo animal.

Estes mesmos autores informaram que a hipersensibilidade mecanica ¢ avaliada por
meio de limiares estaticos de retirada mecanica utilizando filamentos de Von Frey calibrados
aplicados a superficie plantar da pata do membro afetado. Junior et al. (2019) relataram em sua
pesquisa que o método "para cima e para baixo' ¢ empregado, comec¢ando com um filamento de
0,6 g e progredindo até¢ que uma mudancga na resposta seja observada. O resultado € quantificado
como a varia¢ao na pressao obtida, subtraindo-se a média de trés valores observada antes do
procedimento experimental, da média de trés valores em gramas, apds a administragcdo dos

estimulos que variam de acordo com o experimento.
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O Rotarot test tradicionalmente avalia a coordenacdo motora em roedores. Este teste foi
descrito pela primeira vez por Dunham e Miya em 1957. Estes pesquisadores utilizaram esse
aparelho para quantificar o desempenho motor em camundongos tratados com diferentes
agentes, como clorpromazina ou hidroxizina. O aparelho foi posteriormente aprimorado por
Jones e Roberts em 2004, permitindo que a velocidade de rotagdo aumentasse constantemente
durante um determinado periodo. De fato, esse ¢ um dos testes de fungcdo motora mais
comumente usados em modelos experimentais (Lubrich ef al., 2022).

Por outro lado, as radiografias retratam a gravidade do dano estrutural e melhoram a
especificidade quando osteofitos ou estreitamento do espaco articular estdo presentes.
Caracteristicas e sintomas patoldgicos de OA podem ocorrer antes que ostedfitos estejam
presentes nas radiografias. Assim, uma radiografia normalmente ndo exclui OA. Se a
apresentacdo clinica for altamente sugestiva de OA, os clinicos devem iniciar o tratamento
(detalhado abaixo) apesar das radiografias normais. As radiografias do joelho devem ser
realizadas com o paciente em pé para revelar a extensao do estreitamento do espago articular
da articulagao tibiofemoral (Katz et al., 2021).

Um dos sistemas de classificagdo mais comuns usados na OA ¢é o sistema de
classificagdo de Kellgren & Lawrence que incluem a avaliagdo radioldgica baseada nos
seguintes critérios: formacao de ostedfitos nas margens articulares, ossiculos periarticulares,
estreitamento da cartilagem articular associado a esclerose do osso subcondral, pequenas areas
pseudocisticas com paredes escleroticas situadas no osso subcondral e forma alterada das
extremidades dsseas. A partir destes critérios sdo estabelecidos scores, a saber: Grau 0, sem OA
- nao demonstrou estreitamento do espaco articular ou alteragdes reativas; Grau 1 -
estreitamento duvidoso do espago articular, possivel ldbio osteofitico; Grau 2 - osteofitos
definitivos, possivel estreitamento do espaco articular; Grau 3 - osteofitos moderados,
estreitamento definitivo do espaco articular e possivel deformidade final; Grau 4 - grandes
osteofitos, estreitamento definitivo do espago articular e deformidade nas estruturas articulares
(Abramoff; Caldera, 2020).

Apesar de seu valor, os modelos animais de OA tém algumas limitagdes importantes
que os pesquisadores devem levar em considerag@o ao interpretar seus resultados. Em primeiro
lugar, a anatomia e a biomecanica das articulagdes de roedores diferem significativamente das
dos humanos. Isso pode afetar a maneira como a doenga se desenvolve e progride nos modelos
animais, bem como a resposta ao tratamento (Kim et al., 2019). Entretanto, os beneficios que

sdo alcancados durante esses estudos sdo inegdveis, porém, principios éticos devem ser
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seguidos na utilizagdo do numero de animais testados e resultados esperados (Junior et al.

2019).

3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Caracterizar radiologicamente a osteoartrite (OA) experimental em modelo
experimental murino, relacionando os achados morfologicos com as andlises

comportamentais.

3.2 Especificos
e Avaliar as alteragdes Osseas resultantes do modelo experimental, assim como,
especificar as anomalias dsseas;
e Identificar padroes radiologicos e de remodelagdo dssea;
e Avaliar a interferéncia da varidvel sexo, a partir das andlises radiologicas e
comportamentais em modelo experimental;
e Relacionar os achados obtidos, com os dados dos testes comportamentais e

analises radioldgicas.
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4 METODOLOGIA

4.1 Aspectos éticos da pesquisa

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com as normas
estabelecidas pelo CONCEA — Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal,
SBCAL - Sociedade Brasileira de Animais de Laboratério e pela Comissdo de Etica no Uso de

Animais — CEUA, da Universidade Federal do Maranhao (Processo n®23115.002825/2023-71).

4.2 Experimentac¢ido Animal
4.2.1 Protocolo anestésico e indugdao da OA

Este estudo foi conduzido utilizando 29 ratos adultos (15 machos e 14 fémeas) Wistar
(Rattus norvegicus), com 60 dias de idade, provenientes do Biotério e Centro de
Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Maranhao — BCEA/UFMA. Os animais
foram mantidos em condi¢des padronizadas de temperatura (24°C + 2°C), umidade (55 £ 5%)
e ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a ragdao padrao e agua. Antes do inicio do
experimento, os animais foram aclimatados no Biotério Setorial da Pos-graduagdo por um
periodo de sete dias.

A inducao da osteoartrite foi realizada através de uma inje¢ao intra-articular de MIA no
joelho direito dos ratos (2 mg/kg). A administragdo foi realizada no espago intra-articular, com
o joelho flexionado, utilizando-se o ligamento patelar lateral como referéncia anatomica
(adaptado de Pitcher ef al., 2016). E importante destacar que o procedimento foi realizado sob
anestesia geral, induzida por administracdo intraperitoneal de cloridrato de cetamina (50
mg/kg), cloridrato de midazolam (1 mg/kg) e cloridrato de tramadol (5mg/kg), por via

intraperitoneal, com manutencao anestésica em mascara de isofluorano a 2,5%.

4.2.2 Protocolo experimental

Este estudo ¢ um ensaio pré-clinico no qual 29 animais foram distribuidos
aleatoriamente e se utilizou o seguinte delineamento experimental, controlado, randomizado e
com estrutura fatorial 2x3, envolvendo dois fatores: sexo (machos e fémeas) e tipo de
intervencao (Controle, OA e Tratamento). Foram utilizados ratos Wistar, divididos igualmente
entre os sexos (15 machos e 14 fémeas). Cada sexo foi alocado aleatoriamente em trés grupos
experimentais: Grupo Controle (sem inducdo de osteoartrite), Grupo OA (com osteoartrite

induzida e sem tratamento) e Grupo Tratamento (com osteoartrite induzida e intervengao
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terapéutica). As analises comportamentais e radiologicas foram conduzidas separadamente para
machos e fémeas. As variaveis dependentes incluiram incapacidade funcional e escore
radiolégico de degeneracdo articular, e os fatores independentes foram o sexo e o tipo de
intervencdo. A analise estatistica utilizou ANOVA fatorial com nivel de significancia

estabelecido em p < 0,05. A divisdo dos grupos foi feita da seguinte forma:

e Animais machos saudaveis - animais que ndo foram submetidos ao protocolo
experimental (n=3);

e Animais fémeas saudaveis - animais que ndo foram submetidos ao protocolo
experimental (n=2);

e Animais machos submetidos ao protocolo experimental e nao tratados (n=6);

e Animais machos submetidos ao protocolo experimental e tratados com AINE (anti-
inflamatério ndo esteroidal, Meloxican, Img/kg), durante 28 dias, 1x ao dia iniciado no
dia posterior ao dia da indugdo, por gavagem (n=6);

e Animais fémeas submetidas ao protocolo experimental e ndo tratadas (n=6);

e 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 de biomecanica ou comportamentais
4.3.1 Weigh Bearing

O teste de sustentacdo de peso (WB) ou incapacitagdo estatica, analisa a distribuicao do
peso corporal nas patas dos membros pélvicos e € utilizado para avaliar o desconforto articular
ou a hiperalgesia primdria causada pela osteoartrite. O teste envolve um sensor conectado a 2
plataformas independentes (balangas), que mensuram quanto do peso do animal ¢ aplicado em
cada pata separadamente. Os valores sdo mostrados em um display digital e foram realizadas
trés afericdes por animal, sendo a aferi¢do final, a média de trés aferi¢cdes. As andlises foram
realizadas mediante estudo cego, por trés avaliadores treinados, e as alteragdes na distribui¢ao
do peso nas patas traseiras foram calculadas da seguinte maneira:

Distribui¢ao do peso % = PPA/PPA + PPC x 100, onde: PPA ¢ o peso da pata afetada e

o PPC o peso da pata contralateral.



24

4.3.2 Von Frey

Para o teste de Von Frey, os animais foram colocados em uma caixa de acrilico sobre
uma plataforma de arame que da acesso a face plantar dos pés. Primeiramente, os ratos foram
mantidos nas suas caixas, no laboratorio, por 30 minutos para a ambientacao, ¢ em seguida
foram colocados em caixas individuais de acrilico e posicionados em uma grade de metal para
aplicacdo dos filamentos.

Nesse experimento, foram utilizados trés filamentos de forma crescente ou decrescente
de 4g, 10g e 300g. A primeira aplicagcdo correspondeu ao filamento mediano 10g, e os demais
eram aplicados conforme a resposta do filamento anterior. Dessa forma, em caso de resposta
positiva, um filamento de menor calibre foi aplicado, e em caso de resposta negativa utilizou-
se um calibre maior, sendo que todas as aplicagdes tiveram um intervalo minimo de 30 segundos
entre elas. O teste foi finalizado quando ocorreram trés respostas positivas ou negativas
sequenciais.

E importante destacar que foi considerado como um comportamento de resposta positiva
a retirada da pata nesse periodo, ou o ato de lamber e morder a pata imediatamente apos a
aplicacdo. Havendo a deambulagao, o teste foi interrompido até a sua paralisagdo, posicionando
assim os quatro membros sobre a grade do suporte. No caso de auséncia do comportamento de
retirada da pata, foi registrada uma resposta negativa. As analises foram realizadas mediante
estudo cego, por trés avaliadores treinados, € os resultados foram expressos a partir da média
dos avaliadores para o score do teste. O limiar nociceptivo de retirada da pata (LNRP) foi
definido como o percentual de forga para provocar uma suspensao ativa na pata ipsilateral
afetada e foi determinado da seguinte maneira:

LNRP (%) = LNRPA/ LNRPA + LNRPC x 100, onde: LNRP ¢ o limiar nociceptivo de
retirada da pata; LNRPA ¢ limiar nociceptivo de retirada da pata afetada; LNRPC limiar

nociceptivo de retirada da pata contralateral.

4.3.3 Rota Rod

O Modelo de avaliagdo da atividade motora tem como objetivo inferir a observacao da
atividade motora a partir da avaliagdo da capacidade de apoio espontdneo do membro afetado,
durante a deambulagado estimulada. O equipamento consiste em um cilindro metalico giratdrio
de 30 cm de diametro, revestido por uma malha fina trancada em aco inox. O animal, por seu
comportamento natural de permanecer no topo, ¢ estimulado a deambular em uma barra

giratoria de cilindro em uma rotagao de 4-40 rpm por um periodo de 300 segundos.
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A avaliacdo foi realizada através de analise observacional relacionando a uma escala
numérica que varia de 5 a 1, onde, 5 = uso normal do membro; 4 = claudicacdo leve; 3 =
claudicacdo grave; 2 = desuso intermitente do membro afetado; 1 = desuso completo do
membro afetado. As analises foram realizadas mediante estudo cego, por trés avaliadores
treinados, e os resultados foram expressos a partir da média dos avaliadores para o score do

teste.

4.3.4 Avaliagdo radiografica

As radiografias dos joelhos dos animais foram obtidas através do aparelho de raio-x
Micro Imagem Diox-602®, com tensdo de 60 Kv (fixo) e corrente do tubo de 4mA (fixo), por
meio de um sistema de imagem computadorizada com sensor eletronico para radiografia digital
(digitalizador de imagens radiograficas microimagem).

Os animais anestesiados foram mantidos em mascara de isoflurano a 2,5%, e ao obterem
relaxamento e entrarem em plano anestésico, foram posicionados em decubito dorsal e lateral
esquerdo, e as imagens foram realizadas em projecao latero-lateral e cranio-caudal com os
joelhos em extensdo e flexdo. Os exames radiologicos foram realizados nos tempos 0, 4, 7, 14,
21 e 28 dias em todos os grupos experimentais propostos. As imagens foram analisadas por
“estudo cego”, por profissional, médico veterinario, especializado em imagiologia. Os achados
radioldgicos encontrados decorrentes da indugdo da OA foram analisados e foram relacionados

com os resultados dos testes comportamentais em machos de fémeas.

4.3.5 Andlise estatistica
Inicialmente foi feita o teste Shapiro-Wilk, para avaliar a normalidade entre os grupos.
A comparacgado das médias dos diferentes grupos experimentais foi realizada pela analise
de variancia univariada (One-Way ANOVA), seguida pelo teste de Tukey. Na avalia¢ao de duas
fontes de variabilidade, foi utilizada analise de variancia bivariada (TWO-Way ANOVA). O
valor de P<0,05 foi considerado como indicativo de significncia e os dados obtidos serdo

analisados através do software Graph Pad Prism® 10.0 (GraphPad software, San Diego, CA).
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S RESULTADOS

Para o teste de Rotarod, os resultados dos testes de normalidade foram avaliados
utilizando o teste de Shapiro-Wilk. No grupo "Tratados", o valor W=0,8220 indica uma
conformidade moderada, sugerindo que os dados apresentam caracteristicas que se aproximam
de uma distribuicdo normal. Por outro lado, no grupo "Nao tratado", o valor W=0,6717
demonstra menor conformidade, evidenciando maior afastamento da normalidade.

O p-valor, foi analisado para ambos os grupos. No caso dos "Tratados", P=0,0918, um
valor superior ao nivel de significancia de 0,05, indicando que ndo ha evidéncias suficientes
para rejeitar a normalidade dos dados deste grupo. Em contraste, para o grupo "Nao tratado", o
p-valor de P=0,0031 ¢ inferior a 0,05, o que rejeita a hipotese de normalidade, confirmando que
os dados nao seguem uma distribui¢ao normal.

Quanto a significancia estatistica, os resultados reforgam que os dados do grupo
"Tratados" nao apresentam desvios significativos da normalidade, sendo classificados como
"ns" (ndo significativo). J& os dados do grupo "Nao tratado" indicam uma significancia
moderada (**), refletindo desvios relevantes em relacdo a normalidade.

Esses resultados apontam que, enquanto os dados do grupo "Tratados" podem ser
analisados utilizando testes paramétricos, o grupo "Nao tratado" exige a aplicac¢ao de testes ndo
paramétricos devido a falta de conformidade com a normalidade. A auséncia de dados validos
para o grupo "Saudavel" limita as comparagdes diretas, mas ndo compromete a interpretacao
das informacdes fornecidas para os outros grupos.

Os resultados dos testes de normalidade foram avaliados com base no teste de Shapiro-
Wilk. Para o grupo "Tratados", o valor W=0,8456 indica uma conformidade razoavel com a
normalidade, sugerindo que os dados deste grupo apresentam um padrao proximo ao esperado
para uma distribuicdo normal. Por outro lado, o grupo "Nao tratado" apresentou W=0,7914,
indicando uma menor conformidade, o que pode refletir maiores desvios em relacdo a
normalidade.

No grupo "Tratados", P=0,1449, um valor maior que 0,05, indica que ndo ha evidéncias
suficientes para rejeitar a hipdtese de que os dados seguem uma distribuigdo normal. Em
contraste, para o grupo "Nao tratado", o p-valor foi de P=0,0491, um valor significativo (menor

que 0,05), o que sugere a rejeicao da hipdtese de normalidade para os dados desse grupo.
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Em termos de significancia estatistica, o grupo "Tratados" apresentou um resultado
classificado como "ns", indicando que os dados seguem a normalidade sem desvios
significativos. J& o grupo "Nao tratado" demonstrou uma significancia moderada (*), refletindo
desvios relevantes que comprometem a conformidade com a normalidade.

Esses resultados sugerem que os dados do grupo "Tratados" podem ser analisados com
abordagens estatisticas paramétricas, enquanto os dados do grupo "Nao tratado" exigem o uso
de testes ndo paramétricos devido a falta de normalidade.

Quanto a avaliacdo da atividade motora pelo teste de Rotarod (Figura 1) nos periodos
experimentais “D7” e “D14” foi possivel observar que o tratamento com o AINE promoveu
efeito analgésico nos animais do sexo masculino (p<0,001), quando comparados ao grupo nao
tratado. Na mesma avaliacdo, esse efeito ndo foi observado nos animais fémeas, embora

possamos observar no grafico uma tendéncia ao efeito analgésico a partir dos 21 dias.
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Figura 1. Avaliagdo comportamental do teste de Rotarod em ratos submetidos ao protocolo
experimental de OA induzido por MIA. A analise foi realizada nos tempos experimentais “0” (antes da
indugdo), “4”, <77, “14”, “21” ¢ “28” dias apos a indugdo e tratamento. Em A, analise dos animais do
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sexo masculino ¢ em B, animais do sexo feminino. Os dados estdo apresentados nos valores médios
para cada grupo. *P <0.001 - em comparagdo entre os animais submetidos ao protocolo experimental
tratados e ndo tratados.

Quanto ao teste de Von Frey, os resultados dos testes de normalidade para os machos
foram analisados e organizados, permitindo a interpretacdo dos dados com base no teste de
Shapiro-Wilk. O teste avalia se os dados seguem uma distribuicdo normal. Valores de WWW
proximos de 1 indicam uma maior conformidade com a normalidade. Para o grupo "Tratados",
o valor W=0,9169 W=0,9169 W=0,9169 sugere uma razoavel conformidade com a distribui¢ao
normal. Da mesma forma, o grupo "Nao Tratado" apresenta W=0,9252 W=0,9252 W=0,9252,
também indicando conformidade satisfatoria com a normalidade.

O p-valor mede a probabilidade de rejeitar erroneamente a hipdtese nula, que no caso ¢
a suposicao de normalidade dos dados. Para os grupos "Tratados" (p=0,4833) e "Nao Tratado"
(p=0,5436), os valores sdo superiores a 0,05, indicando que nao hé evidéncias suficientes para
rejeitar a hipotese de que os dados seguem uma distribui¢do normal. Os resultados para ambos
os grupos foram classificados como "ns", refor¢ando que os dados ndo apresentam desvios
significativos da normalidade. Assim, os resultados podem ser considerados adequados para
andlises paramétricas posteriores.

Os grupos "Tratados" e "Nao Tratado" demonstram conformidade com a distribuigdo
normal. Esses resultados indicam que as andlises estatisticas subsequentes podem incluir
abordagens paramétricas, considerando a normalidade dos dados nos grupos avaliados.

Os resultados dos testes de normalidade para o experimento Von Frey (Fémeas) foram
organizados e analisados com base no teste de Shapiro-Wilk. Este teste verifica se os dados
seguem uma distribui¢do normal. Para o grupo "Tratados", o valor W=0,9830 est4 proximo de
1, indicando uma boa conformidade com a normalidade. Ja no grupo "Nao tratado", o valor
W=0,9026 também sugere conformidade com a distribuicdo normal, embora de maneira
ligeiramente menos pronunciada em comparagdo ao grupo tratado.

O p-valor mede a probabilidade de rejeitar incorretamente a hipotese de que os dados
seguem uma distribuicdo normal. Para o grupo "Tratados", P=0,9655, e para o grupo "Nao
tratado", P=0,3896. Ambos os valores sdo superiores ao nivel de significincia de 0,05,
indicando que nao ha evidéncias suficientes para rejeitar a normalidade dos dados nesses
grupos.

Ambos os grupos foram classificados como "ns", o que confirma que ndo ha desvios
significativos da normalidade nos dados avaliados. Esse resultado ¢ importante para validar o

uso de analises paramétricas nas etapas subsequentes.
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Os testes de normalidade indicam que os dados dos grupos "Tratados" e "Nao tratado"
seguem uma distribui¢do normal, validando o uso de testes estatisticos paramétricos.

Na avaliacdo pelo Von Frey (Figura 2), no D7 e D14 os animais do sexo masculino
tratados com AINES apresentaram valores estatisticamente significantes quanto a diminui¢ao
do limiar nociceptivo. Nos mesmos periodos experimentais, ndo houve significancia estatistica
entre os valores de limiar da dor (%) para os animais do sexo feminino. Em nenhum outro
tempo experimental houve significancia estatistica entre os grupos avaliados, o que nos leva a
inferir que nas fémeas, nesta andlise, a resposta a dor ¢ semelhante nos grupos tratados e nao

tratados.
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Figura 2. Avaliagdo comportamental do teste de Von Frey em ratos submetidos ao protocolo
experimental de OA induzido por MIA. A analise foi realizada nos tempos experimentais “0” (antes da
indugfo), “4”, 77, “14”, “21” ¢ “28” dias apos a indugdo e tratamento. Em A, analise dos animais do
sexo masculino e em B, animais do sexo feminino. Os dados estdo apresentados nos valores médios
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para cada grupo. *P <0.001 - em comparagdo entre os animais submetidos ao protocolo experimental
tratados e ndo tratados.

Considerando a avaliacao da distribuicao de pesos sobre os membros pélvicos foi feita
pelo teste de Weight Bearing (WB) (Figura 3). Apds o periodo experimental, foi possivel
observar diferenga estatisticamente significativa entre os grupos tratados e ndo tratados somente
no tempo experimental D28 das fémeas. Quando realizamos a comparagao entre os sexos pode-
se observar o mesmo padrao de resposta ao teste, como ilustrado na figura 3. A andlise do
comportamento funcional por meio do teste de distribuicdo de peso revelou importantes
aspectos sobre o impacto da osteoartrite (OA) induzida por monoiodoacetato de sddio (MIA)
nos membros pélvicos dos animais, com destaque para as diferengas entre grupos tratados € nao
tratados, bem como entre os sexos. Conforme ilustrado na Figura 3, foi possivel observar uma
diferenga estatisticamente significativa no tempo experimental D28, apenas nas fémeas
tratadas, quando comparadas ao grupo controle (ndo tratado), indicando que o tratamento foi
capaz de promover algum alivio na dor articular em um estagio avangcado da doenca apenas

neste grupo especifico.

Outro ponto de destaque ¢ a semelhanca nos padrdes de resposta entre os sexos até o
vigésimo primeiro dia do protocolo. A auséncia de diferenga significativa nos tempos iniciais e
intermediarios (D3, D7, D14) pode estar relacionada a fase inflamatéria da OA, na qual as
alteragdes estruturais podem nao estar plenamente desenvolvidas e os efeitos do tratamento
anti-inflamatorio sdo mais sutis. A média dos resultados expressa na Figura 3, com valores
significativos para p<0,05, evidencia que a intervencdo farmacoldgica teve impacto limitado e
dependente do tempo e do sexo. Ainda que o grafico mostre uma tendéncia a melhora da
simetria da distribuicdo de peso nos animais tratados, especialmente em fémeas, ¢ evidente que

o tratamento ndo foi suficiente para reverter por completo o quadro disfuncional da OA
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Figura 3. Avaliacdo comportamental do teste Weight Bearing em ratos submetidos ao protocolo
experimental de OA induzido por MIA. A analise foi realizada nos tempos experimentais “0” (antes da
indugdo), “4”, <77, “14”, “21” e “28” dias apds a indugdo ¢ tratamento. Em A, analise dos animais do
sexo masculino ¢ em B, animais do sexo feminino. Os dados foram expressos como média =+ desvio
padrao * (p<0,05); **(p<0,01); ***(p<0,001).

Com as avaliac¢des radioldgicas podemos observas nas figuras 4 e 5, pode-se observar
os exames radiologicos realizados em projecao cranio-caudal e latero-lateral nos diferentes
grupos experimentais. Os achados radioldgicos mais comuns encontrados foram a reducdo do
espaco articular, esclerose Ossea e osteofitos marginais (figuras 4 e 5). Embora tratados, os
animais ao final do periodo experimental demonstraram caracteristicas peculiares da
osteoartrite. Ademais, pode-se observar que a progressao da doenga foi mais acentuada nos

animais que ndo foram submetidos a nenhum tipo de tratamento.
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De acordo com Garrido et al (2011) os achados radiograficos podem ter pouca relacao
com os sintomas apresentados pelos portadores da OA. Além disso, as alteracdes na dimensao
do espaco articular, osteofitos e degeneracdes subcondrais podem ocorrer independentemente
da presenga da OA. Entretanto, os resultados deste estudo mostram que, apds a inducao da
doenca nos modelos experimentais, foram encontradas escleroses subcondrais, osteofitos
marginais ¢ diminui¢do do espaco articular nos joelhos avaliados. Ainda, este mesmo autor
destaca que a radiografia ¢ provavelmente a melhor ferramenta para mensurar a progressao da
osteoartrose.

No presente estudo, os achados radiograficos demonstraram grau de severidade da
doenga semelhante entres os grupos tratados e ndo tratados. Porém, quando comparados os
sexos, foi observado que a severidade da doenga nas fémeas foi maior. Esse resultado pode ser
atribuido, segundo Monteiro et al (2022), as fases que a doenga apresenta, pois existem fases
diversas e algumas dessas alteragdes ndo seguem a mesma sequéncia de desenvolvimento, onde

algumas delas, sdo observadas somente em estagios finais da OA.
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Figura 4 — Radiologia da articulagdo do joelho de ratas - Grupos II, V e VI. Legenda: Em A ¢ B — animais
saudaveis, sem nenhuma alteragdo radiologica. Em C e D, animais tratados. Notar a presenca de oste6fito marginal
na face lateral da tibia (asterisco amarelo) e esclerose do osso subcondral (circulos brancos), com redugdo do
espago articular. Em E e F — animais ndo tratados. Observar os oste6fitos marginais na face lateral e medial do
epicondilo lateral da tibia (asteriscos amarelos), repercutindo em perda do seu formato anatomico habitual (seta
amarela), com redug@o do espago articular. Notar alteragdo na superficie articular da patela (asterisco branco),
caracterizando maior severidade da doenga. A esquerda, projegdo latero-lateral. A direita, proje¢do cranio-caudal.
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As figuras 4C, 5C e 4D e 5D, evidenciam alteragdes compativeis com um estagio inicial
de osteoartrite induzida. O principal achado ¢ a esclerose do osso subcondral, visivel como
areas mais radiopacas, indicando um processo de densificagdo dssea reativa. As figuras 4E, SE,
4F e 5F compativeis com um estagio moderado a avancado de osteoartrite induzida. Entre os
principais achados, destaca-se a esclerose do osso subcondral, visivel como um aumento
significativo na densidade dssea nas regides adjacentes ao espaco articular. Observa-se também
uma diminuicao do espago intra-articular, indicando uma perda consideravel de cartilagem
articular. Além disso, a presenca de osteofitos € evidente, com pequenos osteo6fitos identificados

na face lateral do condilo da tibia e na face medial do condilo do fémur.
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Figura 5 —Radiologia da articulagdo do joelho de ratos - Grupos I, III e IV. Legenda: Em A e B — animais saudaveis,
sem nenhuma alteracdo radiologica. Em C e D, animais tratados. Notar esclerose do osso subcondral (circulos
amarelos), com reducdo do espaco articular. Em E e F — animais ndo tratados. Observar os ostedfitos marginais na
face lateral e medial do epicondilo lateral e na face medial do epicondilo medial da tibia (asteriscos amarelos). A
esquerda, projegdo latero-lateral. A direita, projecdo cranio-caudal.
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no estudo da osteoartrite experimental em ratos permitem uma
analise aprofundada das alteragdes estruturais e funcionais associadas a progressao da doenca.
A integracdo de parametros radiologicos e testes comportamentais fornece uma abordagem
abrangente, alinhando-se a literatura existente e destacando o impacto funcional da doenga em
diferentes estagios do modelo experimental.

Os testes comportamentais, como o Rota Rod e o Von Frey, sao amplamente utilizados
para avaliar a funcionalidade e a nocicepcao em modelos de osteoartrite. No presente estudo,
os resultados do Rota Rod mostraram que ndo houve diferenca significativa entre os grupos
tratados e ndo tratados (P=0,6515). Este achado sugere que, apesar da aplicacdo do tratamento,
os efeitos ndo foram suficientes para restaurar a funcionalidade motora, corroborando estudos
como os de Bliddal (2020), que destacam a dificuldade em reverter alteracdes funcionais sem
intervengdes terapéuticas mais direcionadas. Contudo, ao comparar os grupos tratados € nao
tratados com os sauddveis, as diferencas foram significativas (P=0,0058 e P=0,0010,
respectivamente), refor¢ando a ideia de que a osteoartrite induzida compromete severamente a
mobilidade.

Os dados sdo consistentes com os achados de Hunter e Bierma-Zeinstra (2019), que
destacam a relagdo direta entre a degradacdo articular e a perda de funcionalidade. A literatura
aponta que a perda de mobilidade observada em modelos experimentais reflete o impacto direto
da degradagdo da cartilagem e da inflamacdo articular, que sdo caracteristicas marcantes da
osteoartrite avancada (Abramoff; Caldera, 2020).

Nos testes de normalidade aplicados aos dados do Von Frey, foi observada conformidade
com a distribuicao normal para os grupos tratados e nao tratados, tanto em machos quanto em
fémeas, validando o uso de andlises estatisticas paramétricas. No entanto, as comparagdes entre
os grupos nao apresentaram diferencgas estatisticamente significativas (P>0,05), indicando que
o tratamento aplicado ndo foi capaz de alterar significativamente a sensibilidade dolorosa.
Estudos como os de Alves-Simdes (2022) ressaltam que a avaliagdo da nocicep¢ao em modelos
de osteoartrite pode ser desafiadora, especialmente em estagios iniciais ou moderados, devido
a variabilidade individual na resposta a dor.

Por outro lado, as diferencas observadas no desempenho entre os grupos saudaveis e os
outros dois grupos reforcam a relevancia do modelo experimental na replicacdo de

caracteristicas clinicas da osteoartrite. Conforme destacado por Pritzker et al. (2006), a perda
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funcional e o aumento da sensibilidade dolorosa em modelos experimentais sdo fundamentais
para validar a eficicia de intervengdes terapéuticas e entender a fisiopatologia da doenca.

Ao avaliar a distribuicdo de peso nos membros pélvicos como um indicativo de dor
unilateral, percebemos essa assimetria o que confirma a deterioragdo estrutural. Como descrito
por Abramoft; Caldera (2020), esse tipo de analise comportamental ¢ altamente sensivel para
detectar sinais de dor cronica em modelos de OA, sendo que a reducdo da sustentacdo do peso
no membro lesionado ¢ um marcador robusto de dor articular.

AS femeas parecem ser mais sensiveis a dor ou mais suscetiveis a disfunc¢ao funcional
associada a OA. Isso pode ter relagdo, entre diversos fatores, com sua fisiologia. O tratamento
teve maior impacto positivo nas fémeas, igualando os niveis de degeneracdo com os dos
machos. Isso sugere possivel melhor resposta ao tratamento nas fémeas. De acordo com Mogil
(2012), ha evidéncias consistentes de que o processamento da dor e a resposta a tratamentos
analgésicos sao modulados de maneira diferente entre machos e fémeas, tanto em humanos
quanto em modelos animais. As fémeas, por exemplo, tendem a apresentar maior envolvimento
de células T na resposta dolorosa, enquanto nos machos a ativagdo de microglias predomina.
Isso pode justificar, pelo menos em parte, a maior sensibilidade a dor observada nas fémeas
neste modelo, bem como sua resposta diferenciada ao tratamento.

Os dados radiologicos apresentaram uma progressao clara das alteragdes estruturais ao
longo do experimento, desde a esclerose subcondral em estagios iniciais (D4) até a redugdo do
espaco intra-articular e a formagdo de ostedfitos em estagios avancados (D28). A esclerose
subcondral, observada ja no 4° dia em alguns animais, ¢ um marcador precoce de adaptagao
6ssea ao aumento da carga mecanica devido a perda de cartilagem. Segundo Abramoff e Caldera
(2020), essa alteragdo reflete uma resposta adaptativa do osso ao estresse mecanico, sendo uma
das primeiras mudangas detectaveis em modelos de osteoartrite.

No estudo de Hunter; Bierma-Zeinstra (2019), utilizando o mesmo protocolo de indugao
com MIA, foram encontradas diferencas significativas na sustentagdo de peso a partir do
terceiro dia experimental, com reducdo da for¢ga no membro afetado, indicando o
estabelecimento precoce da dor e da disfuncao articular. Tais achados corroboram os resultados
aqui apresentados, onde também foi possivel perceber a instalagdo progressiva da assimetria
funcional nos membros pélvicos, compativel com o avango da osteoartrite e suas repercussoes
biomecanicas.

Nos estagios mais avangados (D14, D21 e D28), a diminui¢do do espago intra-articular

tornou-se evidente, indicando a progressdo da degradacdo cartilaginosa. Este achado ¢
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amplamente reconhecido como um marcador classico de osteoartrite, refletindo a perda de
funcdo de amortecimento da cartilagem e o aumento do contato entre as superficies dsseas.
Estudos como os de Kellgren e Lawrence (1957) e Cope et al. (2019) destacam que a redugdo
do espaco articular ¢ altamente correlacionada com a gravidade clinica da osteoartrite, sendo
frequentemente associada a dor e limitagdo funcional.

Além disso, a presenca de oste6fitos em locais especificos, como os condilos femorais
e tibiais, foi observada em diferentes estdgios do experimento. Essas formacdes Osseas,
conforme descrito por Pritzker et al. (2006), representam uma tentativa do organismo de
estabilizar a articulagdo degenerada, embora contribuam para a limitagdo do movimento e o
aumento do desconforto. No presente estudo, os ostedfitos foram mais evidentes nos estagios
avangados, sugerindo um padrao progressivo de remodelagdo 6ssea, alinhado aos achados de
Hunter e Bierma-Zeinstra (2019).

A radiografia também revelou cistos dsseos em alguns animais no estdgio avangado
(D21), como observado na figura 1D. Esses cistos sdo indicativos de areas de necrose ou
remodelagdo dssea ativa, frequentemente associados a sobrecarga mecanica cronica. Liao et al.
(2020) ressaltam que a formagdo de cistos dsseos € um marcador de instabilidade articular em
osteoartrite, refletindo o comprometimento estrutural da articulagao.

A integragdo dos dados radioldgicos e funcionais permite uma analise mais abrangente
do impacto da osteoartrite no modelo experimental. A redugdo do espaco intra-articular,
observada nas radiografias, correlaciona-se diretamente com a limitacao funcional evidenciada
nos testes de mobilidade, como o Rota Rod. Estudos como os de Bliddal (2020) e Alves-Simodes
(2022) destacam que a perda de cartilagem e o aumento do atrito ¢sseo resultam em dor e
rigidez, fatores que afetam diretamente o desempenho motor.

Da mesma forma, a esclerose subcondral, um marcador radiolégico precoce, pode estar
associada a sensibilidade dolorosa avaliada no teste Von Frey. Embora os resultados nao tenham
mostrado diferencas significativas entre os grupos tratados e nao tratados, a presenca de
esclerose subcondral reflete um aumento na sobrecarga mecanica, que pode contribuir para o
desconforto articular. De Sousa Valente (2019) argumenta que a correlagdo entre alteragdes
estruturais € parametros comportamentais nem sempre € linear, especialmente em estagios
iniciais da doenga.

Os achados radioldgicos de ostedfitos também oferecem insights importantes sobre a
progressdo da osteoartrite. Em estdgios avancgados, essas projegdes 0sseas foram associadas a

redugdo da mobilidade e a dor, conforme observado nos testes comportamentais. Pritzker et al.
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(2006) destacam que os osteodfitos sdo formados como uma resposta adaptativa a instabilidade
articular, mas podem exacerbar o comprometimento funcional, especialmente em modelos
experimentais.

Os resultados do estudo demonstram a eficicia do modelo experimental em replicar
caracteristicas estruturais e funcionais da osteoartrite. A integracdo de testes comportamentais
e andlises radiologicas permite uma avaliagdo abrangente da progressdo da doenga, destacando
a relevancia de parametros como esclerose subcondral, reducdo do espaco intra-articular e
formacao de osteofitos. Esses achados fornecem uma base so6lida para futuros estudos, que
podem explorar intervencdes terapéuticas mais eficazes e aprofundar a compreensdo dos

mecanismos subjacentes a osteoartrite.
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7 CONCLUSAO

Os achados obtidos neste estudo refor¢cam a validade e a eficacia do modelo de
osteoartrite (OA) induzida por monoiodoacetato de so6dio (MIA) em ratos para replicar
caracteristicas-chave da OA humana. Observamos que os animais submetidos a indugdo por
MIA desenvolveram alteragdes estruturais tipicas da OA, como esclerose do osso subcondral,
reducdo do espago articular e formacao de osteofitos em suas articulacdes do joelho, além de
apresentarem déficits funcionais e comportamentais significativos relacionados a dor articular.

A ocorréncia concomitante de dor articular, disfuncdo motora (avaliada pelos testes de
comportamento) e degeneragdo estrutural (evidenciada radiograficamente) nos ratos tratados
com MIA demonstra que o modelo reproduz de forma integrada os aspectos anatomicos e
clinicos da doenga.

Os testes comportamentais aplicados (Rotarod, Von Frey e Weight Bearing)
permitiram quantificar o impacto funcional da OA induzida e avaliar a eficacia analgésica do
tratamento anti-inflamatério ndo esteroidal (AINE) utilizado. No teste de Rotarod, que exige
coordenacdo motora e resisténcia, os animais com OA ndo tratada exibiram desempenho
progressivamente inferior, caindo mais rapidamente do aparelho conforme a doenga progredia
um indicativo de comprometimento funcional devido a dor e a limitagdo articular.

Em contrapartida, os ratos do grupo tratado com AINE apresentaram melhora
significativa no desempenho (maior tempo de permanéncia no Rotarod) nos periodos iniciais
p6s-inducgdo (especialmente até D14) em relacdo aos ndo tratados, evidenciando um efeito
analgésico benéfico do tratamento farmacologico nos animais do sexo masculino (p < 0,001).

No teste de Von Frey, que avalia a sensibilidade dolorosa mecanica, verificou-se um
padrdo semelhante: nos dias 7 e 14 pds-inducdo, os animais machos tratados com AINE
apresentaram limiares nociceptivos significativamente maiores (ou seja, menor sensibilidade a
dor) em comparacdo aos machos ndo tratados, enquanto as fémeas nao exibiram diferencas
significativas entre os grupos tratado e nao tratado nesses tempos.

Em se tratando do teste Weight Bearing, ele demonstrou que o tratamento promoveu
alivio parcial da dor somente percebido no tempo D28, mas ndo demostrou um efeito
significativo nos demais animais machos ou tempos. O que pode significar que esse efeito ¢
dependente do tempo e do sexo, com maior responsividade nas fémeas em estagio avancado da

doenca.
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Além disso, em nenhum outro tempo experimental posterior houve diferenga
estatistica entre grupos, indicando que, passadas as fases iniciais, o tratamento nao alterou
substancialmente a hipersensibilidade mecanica induzida pela OA.

A disparidade de resposta entre machos e fémeas observada nos testes
comportamentais ¢ um ponto de destaque deste estudo e estd alinhada com evidéncias
crescentes de diferencas sexuais na modulagdo da dor e na eficacia de analgésicos.

As andlises radioldgicas realizadas (projecdes cranio-caudal e latero-lateral dos
joelhos) complementam os dados comportamentais ao fornecer uma correlagdo estrutural para
a disfuncdo observada. Todos os animais induzidos por MIA, mesmo os tratados, apresentaram
algum grau de degeneragdo articular visivel na radiografia ao final do experimento (D28).

Vale ressaltar que tais alteragdes radiograficas sao consideradas marcadores classicos
da OA em exames de imagem e geralmente refletem a cronicidade e a gravidade da doenga. Ao
mesmo tempo, a presenca de alteracdes radiograficas mesmo nos animais tratados indica que o
AINE forneceu alivio sintomatico sem exercer efeito modificador de doenca, um resultado
analogo ao cenario clinico em que farmacos como os anti-inflamatdrios aliviam dor em
pacientes com OA, mas ndo estancam a deterioracdo estrutural das articulagdes.

Outro achado relevante foi a diferenca na gravidade radioldgica da OA entre os sexos.
Ao comparar as radiografias de machos e fémeas, observamos que as fémeas desenvolveram
lesdes articulares mais severas do que os machos em igual intervalo de tempo. Estudos
epidemiologicos e de imagem em pacientes mostram que mulheres, especialmente apds a
menopausa, sofrem perda de cartilagem em ritmo mais acelerado e t€ém maior frequéncia de
osteofitos e alteracdes subcondrais em estagios comparaveis de OA

Os resultados corroboram essa dinamica: o tratamento mostrou eficacia funcional nos
primeiros dias (fase inflamatoria aguda), mas a carga lesional acumulada ao longo de 28 dias
foi equivalente entre tratados e ndo tratados, confirmando que a agressdo articular quimica do
MIA segue seu curso degenerativo independentemente do alivio sintomatico oferecido pelo
AINE.

De maneira geral, a convergéncia dos dados comportamentais e radioldgicos neste
estudo fortalece a conclusao de que o modelo de OA por MIA em ratos possui alta validade
preditiva e de construto para estudos osteoartriticos. A validade preditiva fica evidente pelo fato
de o modelo responder a um tratamento convencional de OA no caso, um AINE — de forma
comparavel ao esperado clinicamente, mostrando reducao de sinais de dor nos animais tratados

(a0 menos nos machos).
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

Para os proximos estudos, se torna valido explorar o uso de terapias combinadas, que
associem anti-inflamatodrios a tratamentos que atuem em mecanismos celulares especificos,
como a microglia ou as células T. Isso poderia ajudar a ndo apenas aliviar a dor, mas também a
evitar que a osteoartrite se desenvolva de forma mais severa ao longo do tempo. Outro ponto
importante seria investigar as diferencas entre os sexos ¢ como elas influenciam a resposta aos
tratamentos, especialmente considerando os fatores neuroendocrinos e imunolégicos. Entender
essas varidveis pode nos ajudar a criar terapias mais direcionadas, levando em conta as
particularidades de cada paciente. Além disso, estudar o efeito de intervengdes em diferentes
estagios da doenca pode revelar se tratar a osteoartrite mais cedo resulta em beneficios maiores
a longo prazo, permitindo que o tratamento seja mais eficaz. Com esses avangos, seria possivel
desenvolver novas abordagens terapéuticas que atendam de forma mais precisa as necessidades
dos pacientes, considerando suas caracteristicas bioldgicas e o estagio em que a doenca se

encontra.
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Abstract : Osteoarthritis (OA) is a chronic degenerative osteoarticular disease that
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causes of disability in the elderly. The aim of this study was to radiologically
characterize experimental OA in rats and correlate these findings with
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anti-inflammatory drugs (NSAIDs). On experimental days 0, 7, 14, 21, and 28,
behavioral and motor function tests—including weight-bearing, rotaroed, and
Von Frey assessments—were conducted alongside radiological examinations.
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between male and female subjects. The main radiclogical findings included
Joint space narrowing, subchondral bone sclerosis, and marginal osteophytes.
It was concluded that radiographic findings may have little correlation with the
symptoms presented by the animals, particularly when related to behavioral
motor function tests.
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