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Resumo

A osteoartrite do joelho (OAJ), a condicéo articular degenerativa mais frequente em adultos e
idosos, é considerada uma das principais causas de dor e incapacidade funcional. Modelos
animais de OAJ pds-traumatica, como o de transeccao do ligamento cruzado anterior (TLCA),
tém sido amplamente utilizados devido a sua semelhanca com a OAJ em humanos. Por meio
desses modelos, pode-se testar o efeito de intervengdes fisioterapéuticas, a exemplo da
crioterapia, assim como caracterizar aspectos relacionados a patogénese da OAJ. Nesse sentido,
0s objetivos desta tese foram: 1) avaliar os efeitos da crioterapia similar a utilizada na clinica
sobre a funcdo da marcha e a inflamacdao sinovial de ratos com OAJ induzida por TLCA; 2)
comparar os sinais da OAJ 30 e 60 dias ap6s a TLCA unilateral. Dor, funcdo da marcha,
inflamacéo sinovial e alteragdes histopatoldgicas na membrana sinovial foram analisadas, bem
como a interacao entre essas varidveis. Para isso, 64 ratos Wistar machos (Rattus norvegicus)
foram divididos em dois estudos. No primeiro estudo, 32 ratos foram aleatorizados em quatro
grupos de oito animais cada: Controle, OAJ (cirurgia de TLCA do joelho), OAJ + Crioterapia
(cirurgia de TLCA do joelho e saco de gelo triturado) e OAJ + Placebo (cirurgia de TLCA do
joelho e saco de areia). Sessenta dias ap0s a cirurgia, os grupos OAJ + Crioterapia e OAJ +
Placebo receberam as suas respectivas intervencdes duas vezes por dia, durante 20 minutos
cada, por um periodo de cinco dias consecutivos (do 61° ao 65° dia). O teste de marcha, a
temperatura da pele, o limiar de resposta térmica e o diametro articular do joelho foram
avaliados em todos os grupos antes da cirurgia de TLCA, antes (60° dia) e apos (66° dia) o
periodo de intervencdo. O liquido sinovial (contagem de leucdcitos e niveis de citocinas) e a
membrana sinovial (analise histopatoldgica) foram coletados no 66° dia. Concluiu-se que a
crioterapia similar a utilizada na clinica aumentou a area de impressdo da pata e reduziu o
numero de leucdcitos e citocinas inflamatorias no liquido sinovial de ratos com OAJ induzida
por TLCA. Esses resultados sugerem que ela pode ser utilizada como tratamento nao
farmacoldgico e complementar para controlar a inflamac&o articular na OAJ de ratos. No
segundo estudo, 32 ratos foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos de oito animais
cada. Dois grupos foram submetidos a cirurgia unilateral para indugdo da OAJ e analisados
apos 30 (OAJ30) e 60 dias (OAJ60). Dois grupos Controle (sem cirurgia) também foram
avaliados apds os mesmos periodos de tempo (C30 e C60). Todos os grupos foram avaliados
antes da TLCA, do teste menos estressante para 0 mais estressante (temperatura da pele, limiar
de resposta mecanica, teste da marcha, limiar de resposta térmica e edema), e também 30 e 60
dias apos a cirurgia. Apos a eutanasia, o liquido sinovial (contagem de leucdcitos e niveis de
citocinas) e a membrana sinovial (analise histopatologica) foram coletados. Concluiu-se que 30
dias apds a TLCA foram suficientes para induzir todos os sinais da OAJ em ratos, sugerindo
que um periodo de tempo mais curto pode ser utilizado como modelo experimental.

Palavras-chave: Doengas Reumaticas. Mediadores da Inflamagdo. Modelo Animal. Terapia
com Gelo. Reabilitacéo.



Abstract

Knee osteoarthritis (KOA), the most frequent degenerative articular disorder in adults and
seniors, is considered one of the primary causes of pain and functional disability. Animal
models of post-traumatic KOA, such as anterior cruciate ligament transection (ACLT), have
been widely used because of their similarity to KOA in humans. Through these models, one
can test the effect of physical therapy interventions, such as cryotherapy, as well as characterize
aspects related to the pathogenesis of KOA. In this sense, the objectives of this thesis were: 1)
to evaluate the effects of clinical-like cryotherapy on gait function and synovial inflammation
in rats with KOA induced by ACLT; 2) To compare the unilateral signs of knee osteoarthritis
(KOA) 30 and 60 days after anterior cruciate ligament transection (ACLT). Pain, gait function,
synovial fluid inflammation and histopathological changes in the synovial membrane were
analyzed, as well as the interaction between the variables. For this, 64 male Wistar rats (Rattus
norvegicus) were divided in two studies. In the first study, 32 rats were randomly divided into
four groups of 8 animals each: KOA (ACLT knee surgery), KOA+Cryotherapy (ACLT knee
surgery and ice pack) and KOA+Placebo (ACLT knee surgery and sand pack). Sixty days after
surgery, both the KOA+Cryotherapy and KOA+Placebo groups received their respective
interventions twice a day, for 20 min each, over five consecutive days (from the 61st to 65th
days). Gait test, skin temperature, thermal response threshold and joint swelling were assessed
in all groups before ACLT surgery, and pre (60th day) and post (66th day) intervention
protocols. Synovial fluid (account of leukocytes and cytokine levels) and synovial membrane
(histopathological analysis) were collected on the 66th day. It was concluded that clinical-like
cryotherapy improves the gait function and reduces the number of leukocytes and inflammatory
cytokines in synovial fluid of rats with ACLT-induced KOA. These results suggest that it can
be used as a non-pharmacological and complementary treatment to control joint inflammation
in the chronic phase of KOA. In the secondy study, 32 male Wistar rats were randomly
distributed into four groups of 8 animals each. Two control groups (without surgery) were also
assessed after the same time periods (C30 and C60). All the groups were evaluated before
ACLT from the least to most stressful tests (skin temperature, mechanical response threshold,
gait test, thermal response threshold and joint swelling), as well as 30 and 60 days after surgery.
After euthanasia, the synovial fluid and synovial membrane were collected. It was concluded
that 30 days after ACLT is sufficient to induce all KOA signs in rats, suggesting that a shorter
period of time can be used as an experimental model.

Key words: Rheumatic diseases. Inflammation Mediators. Animal Model. Ice Therapy.
Rehabilitation
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Figura 1. Procedimentos experimentais. Para cada periodo de tempo, 0s animais
foram distribuidos aleatoriamente em controle (sem cirurgia) ou OAJ (osteoartrite de
joelho apés a TLCA), e foram analisados antes da TLCA e 30 ou 60 dias apds a

cirurgia.
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Preféacio

Projeto de pesquisa da tese

O projeto de pesquisa de doutorado foi realizado no Laboratorio de Plasticidade Muscular
da UFSCar, e elaborado sob orientacdo da Profa. Dra. Tania de Fatima Salvini e coorientacdo
da Dra. Paula Aiello Tomé de Sousa Castro. A equipe de colaboradores contou com a
participacdo do Prof. Dr. Thiago Mattar Cunha e do Prof. Dr. Fernando Queiroz Cunha, ambos
do Departamento de Farmacologia (Center for Research in Inflammatory Diseases) da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo (FMRP/USP); do Dr.
Francisco Fabio de Oliveira (pés-doutorando da FMRP/USP); do Prof. Dr. Fernando Silva
Ramalho, do Departamento de Patologia e Medicina Legal (FMRP/USP); e do Prof. Dr. Thiago
Luiz Russo, do Departamento de Fisioterapia da UFSCar. Fui bolsista de Doutorado Regular
pelo CNPq (processo 155211/2016-1).

Dois estudos compdem a presente tese. O primeiro, Clinical-like cryotherapy improves gait
function and reduces synovial inflammation in rats with knee osteoarthritis, foi submetido ao
periddico Scientific Reports (Estudo I; Anexo ). Parte dos resultados foi também apresentada
no | Congresso Internacional e no Il Congresso Brasileiro da Associacdo Brasileira de
Fisioterapia Traumato-Ortopédica (ABRAFITO) em Brasilia/Brasil, e no OARSI World
Congress on Osteoarthritis em Toronto/Canada. O segundo, Thirty days after anterior cruciate
ligament transection is sufficient to induce pain, functional impairment and synovial
inflammation related to knee osteoarthritis in rats, foi submetido ao periédico Inflammation
Research (Estudo II; Anexo Il). Dados parciais desse estudo foram apresentados no Il

Congresso Internacional e no 111 Congresso Brasileiro da ABRAFITO em Minas Gerais/Brasil.

Cooperacdes em outros projetos de pesquisa durante o doutorado

Durante o doutorado, colaborei em estudos experimentais desenvolvidos em paralelo no
laboratorio, que resultaram, até o momento, na coautoria de dois artigos cientificos: 1) Clinical-
like cryotherapy in acute arthritis of the knee improves inflammation signs, pain, joint swelling
and motor performance in mice, submetido ao periddico Scientific Reports; e 2) Knee
osteoarthritis induces atrophy and neuromuscular junction remodeling in the quadriceps and
tibialis anterior muscles of rats, publicado no periddico Scientific Reports (APENDICE I). No

mesmo periodo, colaborei em ensaios clinicos do laboratorio que me permitiram manter o



contato com a pratica clinica em fisioterapia. Um dos estudos, Short-term cryotherapy and
placebo improve pain and physical function in individuals with knee osteoarthritis — a
randomized placebocontrolled trial, ja finalizado, foi submetido ao periddico Journal of
Physiotherapy (APENDICE 1). Outros dois projetos encontram-se em andamento: 1) Efeito da
laserterapia associada a um programa de exercicios terapéuticos na dor, na funcdo e na
qualidade de vida em individuos com osteoartrite do joelho; e 2) Efeito da crioterapia
associada a um programa de exercicios terapéuticos na dor, na funcéo e na qualidade de vida
em individuos com osteoartrite do joelho.

Também no periodo do doutorado, participei como colaboradora do projeto de pesquisa
Avaliacdo do complexo do ombro de tenistas amadores e profissionais, do Laboratorio de
Avaliacéo e Intervencdo do Complexo do Ombro do Departamento de Fisioterapia da UFSCar,
tendo como orientadora a Profa. Dra. Paula Rezende Camargo. Esse projeto j& se encontra
finalizado, e os dados estdo em analise para publicacdes posteriores dos artigos cientificos. Até
0 momento, dois resumos foram apresentados e publicados em anais de congresso: Relagdo da
forca dos musculos do ombro e quadril em tenistas profissionais — V111 Congresso Brasileiro e
VI Congresso Internacional da Sociedade Nacional de Fisioterapia Esportiva (SONAFE) em
Caldas Novas/Goias (2017), e Avaliacdo da amplitude de movimento, flexibilidade, forca
muscular, posicionamento escapular e clavicular de tenistas amadores adultos — 11 Congresso
Internacional e Il Congresso Brasileiro da ABRAFITO em Belo Horizonte/Minas Gerais
(2019). Também em colaboragcdo com a Profa. Paula, escrevi o capitulo de livro Avaliacédo e
reabilitacdo do ombro do atleta overhead nos esportes de praia, publicado no Programa de
Atualizagdo em Fisioterapia Esportiva e Atividade Fisica, Ciclo 8, Volume 3, 2019 (ISBN 978-
85-514-0765-3), em convénio com a SONAFE e a Artmed Panamericana Editora.

Atividades didaticas

Durante o doutorado, coorientei a aluna de graduagdo Lizandra Botaro Martinho no
desenvolvimento de um projeto de Iniciagdo Cientifica, também apresentado como Trabalho de
Conclusdo do Curso de Graduagdo em Fisioterapia da UFSCar. Parte do seu trabalho foi
apresentada no Simposio de Fisioterapia da UFSCar no ano de 2018.

Também no periodo do doutorado, participei do Programa de Estagio Supervisionado
em Capacitacdo Docente (PESCD) nas disciplinas de Fisioterapia Traumato-Ortopédica e de
Fisioterapia Esportiva do Curso de Graduagdo em Fisioterapia da UFSCar; atuei como

supervisora do I Ambulatorio de Fisioterapia Esportiva da UFSCar (2018); ministrei aulas



como professora convidada em cursos de aperfeicoamento da UFSCar; e fui banca examinadora

de trabalhos de conclusdo de curso de graduacéo.

Cooperacdes em outras atividades

Membro da comissao organizadora do XI Férum Nacional de Pesquisa e P6s-Graduacao
Stricto Sensu em Fisioterapia, realizado pela ABRAPG-Ft e UFSCar, em Campinas/S&o
Paulo (2017);

Membro da comissao organizadora do XXIV Simposio de Fisioterapia da UFSCar e do
XIV Encontro de Alunos e Ex-Alunos em S&o Carlos/Sao Paulo (2017);

Membro da comissdo discente do Programa de P6s-Graduacdo em Fisioterapia da
UFSCar, no periodo de junho de 2017 a junho de 2018;

Presidente do XXV Simposio de Fisioterapia da UFSCar e do XV Encontro de Alunos
e Ex-Alunos (2018).
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Contextualizagao cientifica do projeto de doutorado

Osteoartrite do joelho

A osteoartrite € a forma mais comum de artrite e destaca-se por ser a doenga articular
degenerativa mais frequente entre adultos e idosos no cenario mundial (NEOGI, 2013). Dentre
as articulagbes que suportam o peso corporal, o joelho é a regido mais acometida pela
osteoartrite. Estima-se que mais de 250 milhGes de pessoas no mundo, acima de 60 anos,
apresentem osteoartrite de joelho (OAJ) (ZHANG et al., 2010). Diante do seu carater
progressivo, a OAJ tornou-se a 13?2 causa de anos vividos com incapacidade, entre 310 doengas,
no periodo de 10 anos (VOS et al., 2016). Com a crescente expectativa de vida e o
envelhecimento da popula¢do mundial, um aumento de 40% na incidéncia da OAJ esta previsto
até o ano de 2025 (WOOLF; PFLEGER, 2003), acarretando alto impacto socioeconémico e
para o sistema publico de salde.

Apesar de ser uma doenca multifatorial e considerada o produto da interacdo entre
fatores sistémicos e locais (NEOGI; ZHANG, 2013), o inicio da OAJ precede o surgimento de
sinais e sintomas (GLYN-JONES et al., 2015). Por muito tempo, foi denominada osteoartrose
do joelho, sobretudo pelo carater degenerativo da cartilagem articular (BERENBAUM, 2013).
Nos ultimos anos, porém, as pesquisas também se voltaram para a importancia do processo
inflamatério na OAJ (BERENBAUM, 2013; WENHAM; CONAGHAN, 2010),
principalmente por este se iniciar bem antes das alteracGes radiograficas (DAGHESTANI,
KRAUS, 2015; GLYN-JONES et al., 2015). Com isso, estudos tém enfatizado o papel de
mediadores inflamat6rios como possiveis marcadores bioquimicos, mas ndo especificos, para
auxiliar no diagndstico prévio e no progndstico da doenca (MABEY; HONSAWEK, 2015).

Sabe-se que a cartilagem articular é um tecido conjuntivo de lento remodelamento,
sendo os condrdcitos as Unicas células presentes nessa estrutura (AIGNER; MCKENNA, 2002).
Alteracdes no equilibrio metabdlico da cartilagem articular, geradas pela sobrecarga e outros
fatores, estimulam a morte dos condrdcitos, um dos eventos cruciais na patogénese da OAJ
(HASHIMOTO et al., 1998). Esse desequilibrio ativa tanto células sinoviais quanto sistémicas,
como os neutréfilos e os macrofagos (SWANN; SLAYTER; SILVER, 1981), que estimulam a
producdo de mediadores pré-inflamatérios no liquido sinovial. Dentre as principais citocinas,
destacam-se a interleucina 1-beta (IL-1p), a IL-6 e o fator de necrose tumoral — alfa (TNF-a),
por desempenharem um importante papel no aumento de enzimas catabdlicas e outros fatores
inflamatorios, que degradam a matriz extracelular (DAGHESTANI; KRAUS, 2015; GLYN-
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JONES et al., 2015; LOESER et al., 2012). Mais recentemente, a IL-17 também foi identificada
como um mediador critico no recrutamento, migracdo e ativacdo de neutréfilos, além de
estimular a liberacdo de citocinas pré-inflamatdrias (DELIGNE et al., 2015; HONORATI et
al., 2006). Os produtos de degradacdo da cartilagem sdo, entdo, fagocitados pelas células
presentes na sindvia, resultando na sinovite ( WENHAM; CONAGHAN, 2013). Essa interacdo
favorece a producdo de mais mediadores inflamatorios e a liberagdo de enzimas proteoliticas,
gerando um circulo repetitivo no curso da doenca (SWANN; SLAYTER; SILVER, 1981,
WENHAM; CONAGHAN, 2013). As alteracbes na cartilagem s&o progressivas e
frequentemente identificadas por sinais radiograficos (LOESER et al., 2012) e
sintomatologicos, como a presenca de dor, edema, instabilidade, rigidez articular e

comprometimentos da funcdo motora (SHARMA, 2016).

Osteoartrite do joelho induzida por transeccéo do ligamento cruzado anterior

O ligamento cruzado anterior (LCA) é uma das estruturas mais lesionadas durante a
pratica esportiva (CHEATHAM; JOHNSON, 2010), e sua ruptura ou reconstrucdo aumentam
em até 3,89 vezes o risco de desenvolver OAJ. Estima-se que 68-80% dos individuos com lesdo
do LCA desenvolvam OAJ radiografica em até 20 anos, independentemente da reconstrucao
ligamentar (VAN YPEREN et al., 2018). Diversos fatores de risco estdo associados a essa alta
incidéncia, incluindo danos no momento da lesdo (MENDIAS et al., 2013), instabilidade
mecanica continua (CHAUDHARI; SCHMITT; ANDRIACCHI, 2018), fraqueza muscular do
quadriceps (SEGAL; GLASS, 2011) e inflamac&o local extensa (SCANZELLO; GOLDRING,
2012).

Para melhor investigar as alteracdes associadas a OAJ, modelos animais de instabilidade
tibiofemoral, como o de transeccdo do LCA (TLCA), tém sido utilizados, por induzirem
alteracGes compativeis com a OAJ pos-traumatica de humanos (STOOP et al., 2001). Estudos
prévios mostraram que, a partir de sete dias da TLCA, ocorre reducdo de condrocitos,
degeneracéo do colageno tipo Il (NIELSEN et al., 2008; PICKARSKI et al., 2011; STOOP et
al., 2001) e aumento de TNF-a sérico (DIAS et al., 2014). No entanto, essas alteracfes parecem
ser oriundas do procedimento cirdrgico invasivo (DELFINO et al., 2013). Por outro lado, com
28 dias apds a lesdo, ha evidéncias de um processo degenerativo instalado na cartilagem
articular (HAMILTON etal., 2015; RUAN etal., 2013; TSAl et al., 2013), que tende a progredir
ao longo do tempo (MCERLAIN et al., 2012; TSAI et al., 2013).
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Além de ser utilizado para compreender os aspectos moleculares e morfoldgicos
relacionados a cartilagem articular (HAMILTON et al., 2015; TSAI et al., 2013) e aos tecidos
periarticulares (CUNHA et al., 2019; EGLOFF et al., 2014), ha evidéncias de que 0 modelo de
TLCA também pode ser empregado por induzir alteracdes nécicas (RUAN et al., 2013; TSAI
et al., 2017), comprometimento funcional (HAMILTON et al., 2015; RUAN et al., 2013) e
inflamacdo sinovial (EGLOFF et al., 2016), equivalentes a OAJ de humanos. Embora os
aspectos inflamatorios e comportamentais sejam pouco explorados entre os estudos, mesmo
aqueles que avaliaram os efeitos de intervencOes terapéuticas, investigar esses desfechos
ampliaria a caracterizacdo do modelo animal de OAJ, aproximando-o da condigéo no humano.

A crioterapia na osteoartrite do joelho

De acordo com alguns dos principais guias de conduta e recomendagdes para o
tratamento da OAJ (FERNANDES et al., 2013; HOCHBERG et al., 2012; T.E. et al., 2014), a
abordagem padrdo inicia-se por intervencdes ndo farmacoldgicas, que sdo muitas vezes
complementadas com tratamentos farmacologicos, para alivio dos sintomas e restabelecimento
da funcdo. No entanto, o uso continuo de medicamentos pode resultar em efeitos adversos
(FERNANDES et al., 2013; HAFEZI-NEJAD et al., 2016; MANDEGARAN; CONWAY;
ELTON, 2013), o que favorece a busca por outros tratamentos. Em Gltima instancia, ndo
havendo melhora do quadro clinico, a abordagem cirdrgica é indicada.

A crioterapia é considerada uma alternativa ndo farmacoldgica para controle da dor e
melhora do quadro clinico (W. et al., 2008). E um recurso n&o invasivo, de baixo custo e de
facil aplicabilidade, que pode ser empregado de maneira isolada ou associada a outras terapias
(HERRERA et al., 2010; HULME et al., 2009; KNIGHT, 1995). Ja estdo bem estabelecidos 0s
efeitos benéficos da crioterapia para traumas agudos, como as lesGes musculoesqueléticas
(SIQUEIRA et al., 2016; VIEIRA RAMOS et al., 2016); apos intervengdes cirdrgicas em
humanos, como a reconstru¢do do LCA, reduzindo a dor (JAWAD et al., 2017,
MARTIMBIANCO et al.,, 2014); e na artroplastia do joelho, controlando o sangramento
(JIANG, 2015). Entre os principais efeitos fisiol6gicos da crioterapia, destacam-se: a
diminuigdo da temperatura superficial, intramuscular e intra-articular (KNIGHT, 1995;
VIEIRA RAMOS et al., 2016); a reducdo do metabolismo celular (KNIGHT, 1995) e do
controle de mediadores inflamatorios (VIEIRA RAMOS et al., 2016); menor hipdxia
secundaria e edema (DEAL et al., 2002; KNIGHT, 1995), além de reducéo na velocidade de
conducdo nervosa, promovendo analgesia e melhora da funcdo (HERRERA et al., 2010;
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KNIGHT, 1995). Ademais, uma revisao sisteméatica prévia demonstrou que a crioterapia
também pode regular importantes vias envolvidas na inflamacdo e na destruicdo articular em
doencgas reumaticas (GUILLOT et al., 2014b).

Alguns estudos demonstraram que a aplicacdo de crioterapia sobre uma articulagédo
inflamada (35°-36°) reduz a temperatura intra-articular para 30°C, mantendo-se a hipotermia
local por 2-3 horas (GUILLOT et al., 2014b; OOSTERVELD et al., 1992). Outros também
comprovaram a influéncia de baixas temperaturas na reducdo das concentracfes de citocinas
inflamatorias, como o TNF-a e a IL-6, em pacientes com artrite reumatoide (JASTRZABEK et
al., 2013; MA et al., 2015). De acordo com estudos ja publicados, a crioterapia apresenta um
efeito regulatorio, ativando o sistema nervoso autbnomo e 0s neurdnios simpaticos eferentes.
Esses neurdnios liberam acetilcolina e noradrenalina, que se ligam aos seus receptores
especificos. Essa interacdo ligante-receptor pode inibir vias que ativam citocinas pro-
inflamatorias e reduzem o estresse oxidativo, controlando a inflamacdo (GUILLOT et al.,
2014b). A liberacdo de noradrenalina também favorece a vasoconstri¢do da parede vascular, o
que pode contribuir para a reducdo do metabolismo e do processo inflamatorio. Além disso, a
crioterapia pode regular importantes vias enzimaticas envolvidas na inflamagéo articular,
sobretudo a partir da reducdo da temperatura intra-articular (BOCOBO et al., 1991;
OOSTERVELD; RASKER, 1994a).

Com base na literatura cientifica atual, ainda ndo ha estudos com evidéncias suficientes
sobre os efeitos da crioterapia na OAJ (DEMOULIN; VANDERTHOMMEN, 2012; GUILLOT
et al., 2014a; HULME et al., 2009). Foi demonstrado recentemente que, embora algumas
diretrizes clinicas recomendem a crioterapia para 0 manejo dos sintomas da OAJ, ndo ha
evidéncias suficientes sobre seu uso para essa populacdo (DANTAS et al., 2019). Em animais,
0s poucos estudos que constam na literatura sdo antigos e focados nas respostas imediatas da
crioterapia sobre temperatura, inflamacdo e dor articular aguda em modelos de artrite
(BOCOBO et al., 1991; DORWART; HANSELL; SCHUMACHER, 1974; FARRY et al.,
1980; OOSTERVELD; RASKER, 1994b; SLUKA et al., 1999). Nesses estudos, a articulagdo
mais analisada foi o joelho, com aplicacdo de crioterapia variando entre 15 e 30 minutos, até
duas vezes ao dia, com diferentes protocolos utilizados (pacote de gelo triturado e imersédo em
agua gelada). Dentre os principais resultados, destacam-se a diminuicdo da hiperalgesia
secundaria ao estimulo nocivo e da temperatura intra-articular (< 1,7°), o que favorece a reducao
do numero de células inflamatorias e da atividade enzimatica (BOCOBO et al.,, 1991;
DORWART; HANSELL; SCHUMACHER, 1974; OOSTERVELD; RASKER, 1994b). Uma

recente investigacdo mostrou que a crioterapia local aplicada por 14 dias consecutivos tem
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efeito anti-inflamatério local e sistematico na artrite induzida por adjuvante, especialmente por
meio da inibicdo da via IL-6/1L-17, independente do TNF-a. (GUILLOT et al., 2017). Embora
esse seja um achado relevante, o estudo foi realizado em modelo animal de artrite reumatoide,
com efeitos imunoldgicos potencialmente destrutivos nas articulagbes (OLIVER; BRAHN,
1996). Diante da caréncia de estudos que avaliem os efeitos da crioterapia na OAJ, a presente
tese foi delineada para fornecer novas evidéncias cientificas que possam fundamentar o seu uso

na pratica clinica.
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Objetivos e hipoteses da tese

Estudo I: Clinical-like cryotherapy improves gait function and reduces synovial inflammation

in rats with knee osteoarthritis (Anexo | — pagina 90).

e Objetivo: avaliar os efeitos da crioterapia similar a utilizada na clinica sobre a funcéo
da marcha e a inflamagé&o sinovial de ratos com OAJ induzida por TLCA.
e Hipdtese: a crioterapia melhoraria a fun¢éo da marcha e reduziria os sinais inflamatorios

dos animais com OAJ.

Estudo I1: Thirty days after anterior cruciate ligament transection is sufficient to induce pain,
functional impairment and synovial inflammation related to knee osteoarthritis in rats (Anexo

Il — pagina 92)

e Objetivo: comparar os sinais da OAJ 30 e 60 dias ap6s a TLCA unilateral. Dor, fungdo
da marcha, inflamacdo sinovial e alteracfes histopatoldgicas na membrana sinovial
foram analisadas, bem como a interacdo entre essas variaveis.

e Hipdtese: trinta dias apds a TLCA seriam suficientes para induzir a OAJ em ratos, com

sinais inflamatorios semelhantes aos observados no grupo de 60 dias.
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Resumo

A crioterapia é um tratamento ndo farmacol6gico comumente usado para controlar a inflamacéo
e melhorar a fungéo ap6s traumas agudos. Entretanto, ndo ha achados definitivos sobre o0s seus
efeitos nas doencas articulares crénicas, como a osteoartrite do joelho (OAJ). O objetivo deste
estudo foi avaliar os efeitos da crioterapia similar a utilizada na clinica sobre a fun¢do da marcha
e a inflamacédo sinovial de ratos com OAJ induzida por transeccdo do ligamento cruzado
anterior (TLCA). Trinta e dois ratos Wistar machos foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos: Controle, OAJ (cirurgia de TLCA do joelho), OAJ + Crioterapia (cirurgia de TLCA do
joelho e saco de gelo triturado) e OAJ + Placebo (cirurgia de TLCA do joelho e saco de areia).
Sessenta dias apos a cirurgia, os grupos OAJ + Crioterapia e OAJ + Placebo receberam suas
respectivas intervenc@es duas vezes por dia, durante 20 minutos cada, por um periodo de cinco
dias consecutivos (do 61° ao 65° dia). O teste de marcha, a temperatura da pele, o limiar de
resposta térmica e o diametro do joelho foram avaliados em todos 0s grupos antes da cirurgia
de TLCA, antes (60° dia) e apos (66° dia) o periodo de intervencdo. O liquido sinovial
(contagem de leucdcitos e niveis de citocinas) e a membrana sinovial (analise histopatoldgica)
foram coletados no 66° dia. Apds o periodo de intervencdo (66° dia), apenas o grupo OAJ +
Crioterapia aumentou a area de contato da pata (p = 0,004; 14%) em relacdo aos grupos OAJ e
OAJ + Placebo, sem diferencas quando comparado ao grupo Controle. A crioterapia diminuiu
0 numero de leucocitos (p < 0,0001; > 95,0%) e os niveis de citocinas (p < 0,0001; > 55%) no
liquido sinovial em relacdo aos grupos OAJ e OAJ + Placebo. N&o houve diferengas no escore
sinovial e fibrose da membrana sinovial nos grupos OAJ. Concluimos que a crioterapia similar
a utilizada na clinica melhora a descarga de peso entre as patas e reduz o nimero de leucdcitos

e citocinas inflamatorias no liquido sinovial de ratos com OAJ induzida por TLCA.

Palavras-chave: Doencas Reumaticas. Sinovite. Modalidades de Fisioterapia. Terapia com

Gelo. Reabilitagéo.
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Introducéo

A osteoartrite do joelho (OAJ), condicdo articular degenerativa mais frequente em
adultos e idosos, é considerada uma das principais causas de dor e incapacidade funcional
(LITWIC et al., 2013; VOS et al., 2012, 2016). Uma série de fatores de risco esta associada a
OAJ (NEOGI; ZHANG, 2013). Sabe-se que a ruptura ou a reconstrucao do ligamento cruzado
anterior aumentam a probabilidade de progressdo da OAJ (AJUIED et al., 2014). Modelos
animais de instabilidade tibiofemoral, como a transeccdo do ligamento cruzado anterior
(TLCA), tém sido utilizados, por induzirem alteracdes similares 8 OAJ pos-traumatica e cronica
em humanos (KAPOOR et al., 2011; STOORP et al., 2001). Um estudo recente mostrou que a
OAJ induzida por TLCA em ratos promove remodelacéo e atrofia da juncdo neuromuscular nos
musculos quadriceps e tibial anterior, associada a sinais inflamatorios, altera¢cdes na marcha e
alteragdes na expressdo muscular génica e proteica (CUNHA et al., 2019). AlteracOes
bioquimicas e biomecéanicas pos-traumaticas alteram o padrdo metabdlico dos condrocitos, que
ativam respostas adaptativas, incluindo citocinas pro-inflamatorias (CUNHA et al., 2019;
KAPOOR etal., 2011). Dentre essas citocinas, a interleucina (IL)-1p, a IL-6 e o fator de necrose
tumoral (TNF)-a destacam-se na fisiopatologia da OAJ, devido aos seus efeitos catabdlicos e
destrutivos na articulacdo (MABEY; HONSAWEK, 2015). Essas alteracGes sdo progressivas e
frequentemente identificadas por sinais radiograficos e sintomatologicos (MABEY;
HONSAWEK, 2015; RUANO; SITLER; DRIBAN, 2017).

O controle de citocinas pro-inflamatdrias tem sido considerado uma abordagem
terapéutica farmacoldgica no tratamento da OAJ (MALEMUD, 2010). Entretanto, assim como
outras terapias farmacoldgicas, as drogas anticitocinas apresentam potencial efeito iatrogénico,
favorecendo a busca por tratamentos complementares (FERNANDES et al., 2013). A
crioterapia € um recurso nao farmacologico, utilizado para controlar a inflamacao e melhorar a
condicdo clinica apds traumas musculoesqueléticos agudos (BROSSEAU et al., 2003;
DEMOULIN; VANDERTHOMMEN, 2012). Além disso, é de baixo custo, relativamente
seguro e de facil de uso (KNIGHT, 1995). No entanto, embora existam fortes evidéncias de
seus efeitos benéficos no controle da dor e da inflamacdo apds traumas agudos, pouco se sabe
sobre 0 seu impacto na lesdo articular cronica (BROSSEAU et al., 2003). Uma revisao recente
mostrou que, embora algumas diretrizes clinicas recomendem a crioterapia para 0 manejo dos
sintomas da OAJ, ndo ha evidéncias suficientes sobre seu uso para essa populacdo (DANTAS

et al., 2019). Poucos estudos animais investigaram essa questdo, com protocolos heterogéneos
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(agentes fisicos utilizados, tempo de aplicagdo e periodicidade), focados principalmente nas
respostas imediatas da crioterapia em modelos animais de artrite do joelho (BOCOBO et al.,
1991; DORWART; HANSELL; SCHUMACHER, 1974a; FARRY; BEALE; MACBETH,
1970; OOSTERVELD; RASKER, 1994b; SLUKA et al., 1999). Mais recentemente, foi
demonstrado que a crioterapia local aplicada por 14 dias consecutivos tem efeito anti-
inflamatorio local e sistematico na artrite induzida por adjuvante, especialmente por meio da
inibicdo da via IL-6/1L-17, independente do TNF-o (GUILLOT et al., 2017). Embora esse seja
um achado relevante, o estudo foi realizado em modelo animal de artrite reumatoide, com
efeitos imunologicos potencialmente destrutivos nas articulagdes (OLIVER; BRAHN, 1996),
além de o protocolo de crioterapia ndo ter seguido as recomendac6es clinicas para condigcdes
musculoesqueléticas (BLEAKLEY et al., 2007; DANTAS et al., 2019). Ndo encontramos
estudos prévios que avaliassem o efeito da crioterapia em modelo animal de OAJ com
caracteristicas similares as observadas em humanos. Um possivel efeito benéfico da crioterapia
no controle da inflamacéo crénica da OAJ em modelo animal poderia fornecer novas evidéncias
cientificas que fundamentassem o seu uso clinico. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
da crioterapia similar a utilizada na clinica sobre a funcdo da marcha e a inflamacéo sinovial de
ratos com OAJ induzida por TLCA. Nossa hipotese foi de que a crioterapia melhoraria a funcéo

da marcha e reduziria os sinais inflamatorios dos animais.

Materiais e métodos

O protocolo experimental foi de acordo com o National Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (National Research Council, 1996). O Comité de Etica da Universidade
Federal de Sao Carlos aprovou os procedimentos experimentais (nimero 7949291116/2017), e
o estudo foi conduzido por profissionais capacitados, cegos para a identificacdo dos grupos
experimentais. Um célculo amostral a priori foi realizado usando o G*Power (versdo 3.1;
University of Trier, Trier, Alemanha) (BECK, 2013). Com base em um estudo piloto
previamente realizado (n = 10), adotou-se a.= 0,05, poder (1-p) = 0,95, coeficiente de correlagido
= 0,5 e tamanho do efeito = 0,37. O teste de marcha e a migracao de leucocitos foram utilizados
para o célculo. Para tanto, estimou-se que um total de 32 animais (oito por grupo) seria um
tamanho amostral adequado.

Desenho experimental
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Ratos Wistar machos com dois meses de idade (Rattus norvegicus, n = 32; 297 + 25¢)
foram estudados. Os animais foram alojados em condicdes isentas de patdgenos a 24°C + 1°C
(trés por gaiola), sob um ciclo de luz reversa (12/12 claro/escuro), com livre acesso a racado
padrdo de rato e agua. Um programa de computador (www.random.org) foi usado para dividir
aleatoriamente os animais em quatro grupos (n = 8 por grupo): Controle (composto por animais
naive, sem cirurgia ou intervencdo); cirurgia de TLCA do joelho direito (OAJ, grupo ndo
tratado); cirurgia de TLCA do joelho direito, submetido ao uso de sacos de gelo (OAJ +
Crioterapia); e cirurgia de TLCA do joelho direito, submetido ao uso de sacos de areia (OAJ +
Placebo). Os grupos foram analisados um dia antes e 60 dias ap0s a cirurgia de TLCA, do teste
menos estressante para 0 mais estressante: temperatura da pele, teste da marcha, limiar de
resposta térmica e diametro articular do joelho. Em seguida, os grupos OAJ + Crioterapia e
OAJ + Placebo foram submetidos as intervencdes (bolsa de gelo ou areia) duas vezes ao dia,
por 20 minutos cada, durante cinco dias consecutivos (do 61° ao 65° dia). Os quatro grupos
foram, entdo, avaliados no 66° dia e, ap0s a eutanasia, o liquido sinovial e a membrana sinovial

foram coletados (Figura 1).



39

-
@ S ' INTERVENCOES: pacote de gelo (QAJ+Crioterapia), pacote de & E
-a = | - .é - areia (OAJ+Placebo) ou sem intervencio (OAJ e Controle) \a tg 2
S| @ S |
EE|T g B | g5z
S £ 'gn s E N LA
ERCAN- S5 Manhdi ¢ 20° 20° 20° 20° sZ|2
I 1
< | & < <
—| © T Tarde 20’ 20° 20° 20° 20° T .
R | | 1 i i Dias
0 Desenvolvimento da OAJ 60 61 62 63 64 65 66

| (sem intervengdo) |
Temperatura da pele

Analise da marcha
Limiar de resposta térmica

Diametro articular do joelho

Temperatura da pele
Andlise da marcha
Limiar de resposta térmica

Didmetro articular do joelho

Temperatura da pele

\
Analise da marcha

Limiar de resposta térmica

|
Diametro articular do joelho
|
Liquido sinovial
Membrana sinovial

Figura 1. Procedimentos experimentais. Os animais de ambos 0s grupos receberam duas intervenc6es de 20 minutos por dia, uma pela manhd e
outra a tarde. OAJ: osteoartrite do joelho; OAJ+Crioterapia: cirurgia de TLCA do joelho direito, submetido ao uso de sacos de gelo; OAJ+Placebo:

cirurgia de TLCA do joelho direito, submetido ao uso de sacos de areia.
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Inducéo da OAJ

Utilizamos um modelo adaptado de OAJ induzida por TLCA que causa alteragdes
articulares em ratos semelhantes as observadas em humanos (STOOP et al., 2001).
Resumidamente, os animais foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal (12 mg/kg de
xilazina e 95 mg/kg de cetamina), e foi realizada tricotomia digital e assepsia com iodo ao redor
do joelho direito. Com o animal em posicdo supina, foi feita uma incisdo longitudinal
parapatelar medial de aproximadamente 1 cm, seguida da exposi¢édo do tendédo patelar. Tanto a
lesdo da cépsula articular quanto a TLCA foram realizadas com uma tesoura cirdrgica do tipo
oftadlmica. O teste da gaveta anterior (livre deslocamento da tibia em relagdo ao fémur no sentido
postero-anterior) foi realizado para confirmar a TLCA. Ap0s a sutura da pele, os animais foram
retornados as gaiolas, e paracetamol (13,5mg/100ml) foi adicionado a agua de beber nas
primeiras 48 horas como analgesia pds-operatéria. Nesse modelo, descrevemos previamente
um escore histoldgico de Mankin mais elevado no grupo OAJ (60 dias apds a TLCA) quando

comparado aos controles (animais naive de mesma idade) (CUNHA et al., 2019).

Teste de marcha

A andlise da marcha foi conduzida utilizando-se o teste de impressdo da pata, como
previamente realizado em modelo animal de TLCA (RUAN et al., 2013). As patas traseiras dos
ratos foram marcadas com tinta comercial ndo téxica (guache, Faber-Castell, Sdo Carlos, Séo
Paulo). Em seguida, os animais foram colocados para caminhar sobre um corredor de madeira
de 60 cm de comprimento e 7 cm de largura, coberto com papel branco. Uma cadmara escura foi
colocada no final da pista para atrair os animais. Apés a conclusdo do teste, o papel contendo
as marcacodes das patas foi digitalizado a 300 dpi. A medida em torno da pata direita foi definida
como a area da pata (pixels); a distancia entre o primeiro e o quinto dedo, como largura da pata
(cm); a distancia entre dois passos da pata traseira, como comprimento da passada (cm); a
distancia horizontal entre a pata esquerda e a direita, como a base (cm); a distancia entre o
terceiro dedo do pé e o calcanhar, como o0 comprimento da pata (cm); e o angulo da pata, como

0 angulo entre o quinto dedo e o calcaneo e uma linha horizontal (°).

Temperatura da pele do joelho

De acordo com os critérios para aquisicdo de imagens termigraficas, os animais foram
aclimatados em um quarto escuro (15 minutos; 23°C + 1) (COSTELLO et al., 2012). A
termografia foi utilizada para medir a temperatura da pele do joelho direito em todos 0s grupos,

utilizando-se uma camera térmica infravermelha FLIR T420 (FLIR Systems®, EUA), acoplada
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a um tripé colocado a 50 cm do joelho do animal. As imagens foram analisadas no software
FLIR Tools, e os resultados, expressos em °C. Um estudo piloto (n = 8 ratos) foi realizado para
determinar o resfriamento da pele no grupo OAJ + Crioterapia imediatamente apds uma Unica
sessdo. A temperatura da pele do joelho reduziu em média 26,8 £ 0,4 °C (de 36,9 + 0,7 °C para
10,1+ 1,5 °C).

Diametro articular do joelho

O didmetro da articulacéo do joelho foi medido com os animais na posi¢do supina sob
anestesia (2 ml/mlO2; isoflurano 1,5%) (QUADROS et al., 2015), utilizando-se um paquimetro
digital (Fisher Scientific, 150mm, EUA) posicionado nos condilos femorais medial e lateral, no
nivel de interlinha articular do joelho (CUNHA et al., 2019). A média de duas medidas foi

utilizada, e os dados foram expressos em milimetros (mm).

Limiar de resposta térmica

Os animais foram colocados sobre uma placa quente (Insight® Equipamentos Ltda,
Brasil) a 52°C (51,8°C-52,4°C) (DE ANDRADE et al., 2017). O periodo de laténcia para a
resposta da pata (salto, tremor ou lambida) foi considerado o tempo de resposta (segundos), em
uma Unica repeticdo. O tempo maximo que o animal péde permanecer sobre a placa quente foi

de 25 segundos.

Confiabilidade das medidas

O coeficiente de correlagéo intraclasse (CCly,2) e o erro padrdo de medida (EPM) foram
testados para a analise termogréafica (A) e o edema articular (B) em oito ratos dias antes da
TLCA. Os ratos foram reavaliados 48 horas ap0s a primeira avaliagdo. Ambas as variaveis
apresentaram excelente confiabilidade: A) CCI = 0,92, EPM = 0,20° C; B) CCI1 =0,94; EPM =
0,28 mm.

IntervencgGes de crioterapia e placebo

Intervencgdes nos grupos OAJ + Crioterapia (pacote de 20g de gelo triturado) e OAJ +
Placebo (pacote de 20g de areia) foram realizadas no laboratério duas vezes ao dia, com
aproximadamente 4 horas de intervalo entre as sessdes. Cada intervengdo durou 20 minutos
(DANTAS et al., 2019) e foi aplicada sob anestesia (2 mI/mIO2; 1,5% isoflurano) (QUADROS
et al., 2015), com os animais em decuUbito dorsal e a pata elevada (quadril + 45°). Os pacotes

de gelo e de areia foram colocados ao redor do joelho, usando-se um elastico para compresséo.
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O protocolo de crioterapia seguiu as recomendac@es clinicas para 0 manejo das lesdes
musculoesqueléticas de acordo com o protocolo PRICE (Protecao, Repouso, Gelo, Compressao
e Elevacdo) (BLEAKLEY etal., 2007). Apesar da auséncia de intervencgéo nos grupos Controle
e OAJ, todos os animais foram submetidos aos mesmos procedimentos de anestesia utilizados

nos grupos de intervencao.

Coleta do liguido sinovial

Os animais foram anestesiados (240 mg/kg de cetamina e 60 mg/kg de xilazina; i.p.) e
exsanguinados (CHAVES et al., 2011; DE OLIVEIRA et al., 2015). Este ultimo procedimento
foi realizado para minimizar a possibilidade de contaminacédo de sangue no liquido sinovial. A
pele e os ligamentos da articulacao do joelho direito foram removidos, e a cavidade sinovial foi
lavada duas vezes com 200uL de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) contendo 10
mM de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA). Este fluido de lavagem articular foi utilizado
para contagem de células, contagem diferencial de leucdcitos e determinacdo do nivel de
citocinas (DE OLIVEIRA et al., 2015).

Migracao de leucocitos

A migracdo dos leucocitos foi determinada utilizando-se o liquido sinovial, como
descrito anteriormente (PINTO et al., 2015). As cavidades articulares foram lavadas duas vezes
com 5 uL de PBS contendo 1 mM de EDTA, e depois diluidas em um volume final de 50 uL
com PBS/EDTA, para avaliar a migracdo de leucdcitos no tempo estabelecido. Os leucécitos
foram contabilizados em uma cdmara de Neubauer diluida em solugdo de Turk. Os resultados

foram expressos como o nimero de leucdcitos por cavidade articular.

Contagem diferencial de leucdécitos

Apos a retirada de aliquotas para contagem total do nimero de leucdcitos, o lavado
articular foi centrifugado (1.500 rpm, 10 minutos, 4°C). O sobrenadante foi estocado a -80°C
para posterior analise (determinacgdo de citocinas), e o pellet celular foi ressuspenso em 200uL
de solucdo de PBS e EDTA. Em seguida, as laminas para contagem diferencial foram
preparadas por centrifugacdo (1.500 rpm, 10 minutos) de uma aliquota do lavado articular (50
mL). As laminas foram, entdo, montadas, fixadas por 4 minutos e coradas com eosina (30
segundos) e hematoxilina (20 segundos). Em seguida, foram lavadas em &gua corrente e
colocadas para secagem (DE OLIVEIRA et al., 2015).
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Posteriormente, procedeu-se a contagem diferencial das células do exsudato articular.
As células foram examinadas em microscopio Optico com objetiva de imersdo em o6leo
(aumento de 100x). Foram, entdo, contadas 100 células por lamina, diferenciando-se os tipos
celulares em macroéfagos, linfdcitos e neutréfilos. A contagem de células do lavado articular foi
obtida calculando-se a porcentagem de cada tipo de célula (contagem diferencial) e o nimero
de leucécitos totais presentes no lavado articular (DE OLIVEIRA et al., 2015). Os resultados

foram expressos como nimero de células x 103/ml.

Determinacg&o dos niveis de citocinas

As concentragdes de TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-17 e IL-10 foram determinadas utilizando-
se um ensaio imunoenzimatico (ELISA) comercialmente disponivel, seguindo as
recomendacOes do fabricante (kits Duo-Set, R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). A
densidade ¢ptica das amostras individuais foi medida a 450 nm, utilizando-se um
espectrofotdbmetro (Spectra Max-250, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). Os resultados
foram expressos como a média £ DP dos niveis de citocinas em pg/mg de liquido articular
(BASSI et al., 2016; VERAS et al., 2015).

Avaliacdo histopatologica da sinovite

Amostras de capsulas articulares foram fixadas em formalina tamponada a 4% (vol/vol),
desidratadas em etanol e embebidas em parafina para preparacdo das laminas. As secc¢des
teciduais foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para se analisar a sinovite (influxo
de células inflamatdrias e hiperplasia sinovial). A gravidade da patologia sinovial (isto é,
sinovite) foi determinada utilizando-se um sistema de pontuacdo que mede a espessura da
camada de células sinoviais numa escala de 0-3 (0 = 1-2 células, 1 = 24 células, 2 = 4-9
células e 3 = 10 ou mais células) e a densidade celular no estroma sinovial numa escala de 0-3
(0 = celularidade normal, 1 = celularidade levemente aumentada, 2 = celularidade
moderadamente aumentada e 3 = aumento acentuado de celularidade) (LEWIS et al., 2011).
Laminas adicionais foram coradas usando-se o protocolo de coloracédo Sirius Red para avaliar
a fibrose articular. A deposicéo de colageno sob a membrana sinovial foi medida como a area
de coloragdo Vermelho-Sirius positiva em 15 campos aleatérios de alta poténcia (ampliacdo de
400x) utilizando-se o software Image J (Image J, 1.33u, USA). Os resultados foram expressos

como uma porcentagem da area positiva para colageno.

Andlise estatistica
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As analises foram realizadas no software Statistical Package for the Social Sciences
22.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). A homogeneidade das variancias e a normalidade da distribuicédo
foram verificadas usando-se os testes de Levene e Shapiro-Wilk, respectivamente. A ANOVA
two-way foi realizada para o teste da marcha, temperatura da pele, didmetro articular do joelho
e limiar de resposta térmica, sendo avaliada a interagdo grupo (Controle, OAJ, OAJ +
Crioterapia e OAJ + Placebo) x tempo (dias 0, 60 e 66). ANOVA one-way foi realizada para
comparar, entre 0s grupos, a contagem total e diferencial de leucdécitos, os niveis de citocinas e
a fibrose articular. Quando necessario, foi realizado o teste post hoc de Tukey [a = 5% e
intervalo de confianca (IC) de 95%]. O escore de sinovite ndo apresentou distribuicdo normal,
e foi analisado por meio de testes ndo paramétricos. O teste de Kruskal-Wallis foi usado para
avaliar a sinovite entre 0s grupos, e o teste de Mann-Whitney foi usado para identificar as
diferengas entre os grupos se os resultados de Kruskal-Wallis indicassem diferengas
significativas. Para todas as comparacGes ndo paramétricas entre os grupos utilizando o teste de
Mann-Whitney, o nivel alfa foi ajustado de acordo com o nimero de comparacdes (Controle x
OAJ, Controle x OAJ + Crioterapia, Controle x OAJ + Placebo, OAJ x OAJ + Crioterapia, OAJ
x OAJ + Placebo, OAJ + Crioterapia x OAJ + Placebo) ou o = 0,05/6 = 0,008. Assim, um valor
de p < 0,008 foi considerado como diferenca estatisticamente significante.

Resultados

Analise da marcha

No 60° dia ap6s a TLCA, os grupos OAJ, OAJ + Crioterapia e OAJ + Placebo
apresentaram area de pegada da pata menor em comparagdo ao grupo Controle [diferenca
média: -4478 pixels (-16,3%), IC 95%: -6831, -2124, p < 0,0001; diferenca média: -3445 pixels
(-12,5%), IC 95%: -5798, -1092, p = 0,002; diferenca média: -4280 pixels (-15,6%), IC 95%: -
6633, -1926, p < 0,0001, respectivamente]. Entre os grupos OAJ, apenas o grupo Crioterapia
aumentou sua area de pegada da pata [OAJ, diferenca média: 3936 pixels (15%), IC 95%: 1021,
6850, p = 0,004; OAJ + Placebo, diferenca média: 3779 pixels (14%), IC 95%: 864, 6694,
p = 0,006] apos intervencgdes, sem alteracdes em relacdo aos controles [(IC 95%: -2671, 3158;
p > 0,05); Figura 2A]. Para estimar que o equilibrio de descarga de peso entre ambas as patas
foi independente do tamanho do animal e da velocidade de caminhada, normalizou-se os dados
em relacdo ao membro contralateral [tamanho (em pixels) da area de pegada da pata esquerda

menos a direita]. No 60° dia apds a TLCA, os grupos OAJ mostraram maior descarga de peso
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na pata esquerda (ndo afetada) quando comparados aos controles [OAJ, diferenca média: 4284
pixels (96,2%), IC 95%: 3114, 5796; p < 0,001; OAJ + Crioterapia, diferenca média: 3915
pixels (95,8%), IC 95%: 1367, 6803; p = 0,02; OAJ + Placebo, diferenca media: 5606 pixels
(97,0%), 1C 95%: 8264, 3064, p < 0,001]. Entre os grupos OAJ, apenas o grupo Crioterapia
caminhou com maior simetria de descarga de peso entre as patas no 66° dia [OAJ, diferenca
média: 2972 (96,7%); IC 95%: 180, 6329; p = 0,04; OAJ + Placebo, diferenca média: 6712
(98,5%), IC 95%: 4071, 9559; p < 0,001), sem diferencas em relacdo aos controles (IC 95%: -
1967, 1384; p > 0,05; Figura 2B). N&o houve alteracbes nas demais variaveis relacionadas a
anélise da marcha (Figura 2C-G).
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Figura 2. Area de impressdo da pata (A); area de impressdo da pata normalizada (B):;
comprimento da pata (C); largura da pata (D); largura do passo (E); comprimento do passo (F);
e angulo da pata (G) no inicio (0 dia), pré (60° dia) e pds (66° dia) protocolo de intervencdo em
todos os grupos. OAJ: osteoartrite do joelho; OAJ+Crioterapia: cirurgia de TLCA do joelho
direito, submetido ao uso de sacos de gelo; OAJ+Placebo: cirurgia de TLCA do joelho direito,
submetido ao uso de sacos de areia. #p < 0,01: grupo Controle versus grupos OAJ, OAJ +
Crioterapia e OAJ + Placebo; *p < 0,05: ambos os grupos Controle e OAJ + Crioterapia versus
grupos OAJ e OAJ + Placebo.

Limiar de resposta téermica
N&o houve diferencas entre os grupos no limiar de resposta térmica (p = 0,184; Figura
3A).

Temperatura da pele do joelho

No 60° dia, a temperatura da pele foi maior nos grupos OAJ quando comparados ao
grupo Controle (OAJ, diferenca média: 1,5°, IC 95%: -2,4, -0,6; OAJ + Crioterapia, diferenca
média: 1,5°C, IC 95%: -2,4, -0,6; OAJ + Placebo, diferenca média: 1,6°C, IC 95%: -2,5, -0,7,
p < 0,0001). Essas diferengas continuaram no 66° dia, independentemente da intervencao
[(OAJ, diferenca meédia: 1,9°C, IC 95%: -2,8, -1,1; OAJ + Crioterapia, diferenca média: 2,0°C,
IC 95%: -2,9, -1,2; OAJ + Placebo, diferenca média: 1,8°C, IC 95%: -2,7, -0,9, p < 0,0001);
Figura 3B].

Diametro articular do joelho

No 60° dia, o diametro articular do joelho estava maior nos grupos OAJ quando
comparados ao grupo Controle (OAJ, diferenca média: 1,4mm, IC 95%: -2,0, -0,9; OAJ +
Crioterapia, diferenca média: 1,3mm, IC 95%: -1,8, -0,8; OAJ + Placebo, diferenga média: 1,1
mm, IC 95%: -1,6, -0,6, p < 0,0001). Essas diferencas permaneceram inalteradas no 66° dia,
independentemente da intervencdo [(OAJ, diferenca média: 1,4mm, IC 95%: -1,9, -0,9; OAJ +
Crioterapia, diferenca media: 1,3mm, IC 95%: -1,8, - 0,8; OAJ + Placebo, diferenca média: 1,1
mm, IC 95%: -1,8, -0,7; p < 0,0001); Figura 3C].
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Figura 3. Limiar de resposta térmica (A); temperatura da pele (B); e edema articular do joelho
(C) no inicio (0 dia), pré (60° dia) e pds (66° dia) protocolo de intervencdo em todos 0s grupos.
OAJ: osteoartrite do joelho; OAJ+Crioterapia: cirurgia de TLCA do joelho direito, submetido
ao uso de sacos de gelo; OAJ+Placebo: cirurgia de TLCA do joelho direito, submetido ao uso
de sacos de areia. #p < 0,01: grupo Controle versus grupos OAJ, OAJ + Crioterapia e OAJ +
Placebo.

Migracéo de leucdcitos para o liquido sinovial

Houve uma reducdo significativa do nimero de leucocitos no grupo OAJ + Crioterapia
em comparagio com os grupos OAJ [diferenca média: -0,65 x 10%/ml (-95,0%), IC 95%: -1,01,
-0,29, p < 0,0001] e OAJ + Placebo [diferenca média: -1.05 x 103/ml (-97.0%), IC 95%: -1.41,
-0.69, p < 0.0001], mas sem diferencas em relacdo ao grupo Controle [(IC 95%: -0.34, 0.38,
p = 0,99); Figura 4]. Os grupos OAJ e OAJ + Placebo continham mais leucocitos em relagédo
ao grupo Controle [diferenca média: 0,67 x 10%/ml (99,1%), IC 95%: 0,31, 1,03, p < 0,0001;
diferenca média: 1,07 x 10%/ml (99,5%), IC 95%: 0,70, 1,43, p < 0,0001, respectivamente]. O
numero de leucdocitos foi 43,1% maior no grupo OAJ + Placebo quando comparado ao grupo
OA\J [(diferenca média: 0,39 x 10%/ml, IC 95%: 0,03, 0,76, p = 0,028); Figura 4A].

A contagem diferencial de leucécitos (Figura 4B-D) mostrou um declinio significativo
no ndmero de células no grupo OAJ + Crioterapia quando comparado ao grupo OAJ
[macrofagos, diferenca média: -23,07 x 10%/ml (-94,0%), IC 95%: -33,19, -12,95, p < 0,0001;
neutréfilos, diferenca média: -2,53 x 10%ml (-99,3%), IC 95%: -4,45, -0,62, p = 0,008;
linfocitos, diferenca média: -6,34 x 10%/ml (-97,1%), IC 95%: -11,67, -1,01, p = 0,02] e OAJ +
Placebo [macrdfagos, diferenca média: -30,87 x 10%/ml (-95,0%), IC 95%: -40,41, -21,33,
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p < 0,0001; neutréfilos, diferenca média: -1,82 x 10%ml (-99,0%), IC 95%: -3,55, -0,09,
p =0,039; linfocitos, diferenca média: -10,02 x 10%ml (-98,1%), IC 95%: -15,34, -4,68,
p = 0,001].
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Figura 4. Numero de células no liquido sinovial do joelho. Numero total de leucdcitos (A) e contagem diferencial de macrdfagos (B), linfocitos
(C) e neutrofilos (D). OAJ: osteoartrite do joelho. #p < 0,05 vs. grupo Controle; T p < 0,05 vs. grupo OAJ; * p < 0,05 vs. grupo OAJ + Crioterapia.
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Citocinas do liquido sinovial da articulacédo do joelho

O grupo OAJ + Crioterapia continha uma menor concentracdo de citocinas em
comparagdo com o grupo OAJ [IL-1B, diferenga média: -55,70 pg/ml (-65,3%), IC 95% : -
73,84, -37,48; TNF-a, diferenca média: -28,65 pg/ml (-70,0%), IC 95%: -41,13, -16,17; IL-6,
diferenca média: -11,02 pg/ml (-70,7%), IC 95%: -14,46, -7,59; IL-17, diferenca média: -62,51
pg/ml (-61,9%), IC 95%: -77,14, -47,88; 1L-10, diferenca média: -19,34 pg/ml (-68,9%), IC
95%: -26,42, -12,26; p < 0,0001] e os grupos OAJ + Placebo [IL-1p, diferenga média: -46,8
pg/ml (-61,3%), IC 95%: -64,9, -28,6; TNF-a, diferenca média: -26,8 pg/ml (-68,6%), IC 95%:
-39,3, -14,4; 1L-6, diferenca média: -7,6 pg/ml (-62,5%), 1C 95%: -11,0, -4,2; IL-17, diferenca
média: -48,5 (-55,9%), IC 95%: -63,1, -33,9; IL-10, diferenca média: -15,1 (-63,4%), IC 95%:
-22,1,-7,9; p<0,0001, Figura 5]. O grupo OAJ + Crioterapia também apresentou concentracdes
mais baixas de IL-6 [diferenca média: -11,0 pg/ml (-48,7%), IC 95%: -14,5, -7,6; p < 0,0001],
IL-17 [diferenca média: -48,5 pg/ml (-36,6%), IC 95%: -63,8, -33,3; p < 0,0001] e IL-10
[diferenca média: -15,1 pg/ml (-61,4%), IC 95%: -22,1, -7,9; p < 0,0001] comparado ao grupo
Controle (Figura 5C-E). O grupo OAJ exibiu uma concentracdo maior de IL-1p [diferenca
média: 44,21 pg/ml (51,9%), IC 95%: 26,7, 61,7; p < 0,0001], TNF-a [diferenca média: 17,1
pg/ml (41,7%), IC 95%: 4,6, 29,5; p = 0,005] e IL-17 [diferenca média: 40,5 pg/ml (60,1%), IC
95%: 25,8, 55,1; p<0,0001] comparado ao grupo Controle (Figura 5 A, B, D). O grupo OAJ +
Placebo apresentou maior concentracdo de citocinas [IL-1B, diferenga média: 35,3 pg/ml
(46,3%), IC 95%: 17,9, 52,8, p <0,0001; TNF-a, diferenga média: 15,2 pg/ml (38,9%), IC 95%:
2,7, 27,7, p = 0,01; IL-17, diferenca meédia: 26,5 pg/ml (30,55%), IC 95%: 11,8, 41,1,
p < 0,0001] comparado ao grupo Controle (Figura5 A, B, D).
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Figura 5. Concentragéo de citocinas no liquido sinovial do joelho. (A) TNF-a; (B) IL-1; (C)
IL-6; (D) IL-17; e (E) IL-10. #p < 0,05 vs. grupo Controle. OAJ: osteoartrite do joelho.
*p < 0,05 vs. grupo OAJ + Crioterapia.

Avaliacdo histopatoldgica da sinovite

N&o houve alteragdo na membrana sinovial dos grupos OAJ (p = 0,017), OAJ + Placebo
(p = 0,115) e OAJ + Crioterapia (p = 0,013) em compara¢do com o grupo Controle (Figura 5A
e B). Em relacéo a fibrose da membrana sinovial (Figura 6A e C), os grupos OAJ apresentaram
uma grande gquantidade de colageno em relacdo ao grupo Controle [OAJ, diferenca média: -
28,0%, IC 95%: -39,5, -16,6; p < 0,0001; OAJ + Placebo, diferenca média: -16,1%, IC 95%: -
28,4,-3,7; p=0,01; OAJ + Crioterapia, diferenca média: -18,5%, 1C 95%: -29,9, -7,1; p = 0,02].
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Além disso, ndo houve diferenca na sinovite ou no escore de fibrose entre os grupos OAJ
(Figura6B e C; p > 0,05).
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Figura 6. Avaliacdo histopatoldgica da membrana sinovial. Fotomicrografias representativas
de secc¢des da membrana sinovial coradas com Hematoxilina e Eosina (H&E) e Sirius Red nos
grupos Controle, OAJ, OAJ + Crioterapia e OAJ + Placebo (aumento de 200x).
(A) Representacdo grafica do escore de sinovite (B) e fibrose (C) nos grupos Controle, OAJ +

Crioterapia e OAJ + Placebo. OAJ: osteoartrite do joelho. #p < 0,05 vs. grupo de controle.

Discussao

Nossos resultados mostram, pela primeira vez, que a crioterapia semelhante a utilizada
na clinica é uma intervencéo benéfica para a OAJ induzida por TLCA, uma vez que melhora o

padrdo da marcha, e os seus efeitos sdo mediados pela regulacdo negativa da inflamacgéo
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sinovial articular. O reduzido processo inflamatorio observado no grupo Crioterapia, devido a
menor migracdo de leucdcitos para a cavidade articular, indica um efeito benéfico no controle
da inflamacdo sinovial. Esses resultados sugerem que a crioterapia pode ser usada como
tratamento ndo farmacoldgico e complementar da inflamacdo articular relacionada a OAJ.

Embora os efeitos anti-inflamatorios da crioterapia sejam pouco estudados em modelos
animais de artrite (GUILLOT et al., 2014), varios mecanismos de acdo tém sido propostos para
explicar seus efeitos na reducéo do processo inflamatorio nas articulages. Uma Unica aplicacéo
de gelo em longo prazo (4 horas) diminuiu a fagocitose de leucécitos no liquido sinovial do
joelho de cdes com sinovite induzida por cristais de urato. Os efeitos foram atribuidos ao
aumento da viscosidade no liquido sinovial, que pode ter impedido o movimento de leucécitos
para os cristais (DORWART; HANSELL; SCHUMACHER, 1974b). Em outro estudo, bolsas
de gelo (30 minutos, uma vez por dia, durante 10 dias) reduziram o infiltrado celular e a
hiperplasia sinovial em coelhos com artrite induzida por zymosan (WEINBERGER, 1995). Em
um modelo traumatico, suinos com entorse do ligamento radiocarpal sofreram um declinio no
numero de leucdcitos apds duas aplicacdes de compressas de gelo triturado (20 minutos cada)
(FARRY et al., 1980). Nesses estudos, a sinovite e a inflamacao foram suprimidas pela reducao
da temperatura intra-articular. De acordo com estudos anteriores, a atividade enzimatica
responsavel pela degeneracdo da matriz (ou seja, colagenases) diminui em temperaturas mais
baixas (HARRIS; MCCROSKERY, 1974; OOSTERVELD; RASKER, 1994a). Embora nao se
tenha medido a temperatura intra-articular, esses mecanismos provavelmente também
ocorreram no presente estudo, contribuindo para o declinio da inflamacdo articular. Outro
possivel mecanismo associado a crioterapia € a diminuicdo do metabolismo local, demonstrado
em investigacdo anterior (HO et al., 1994), causando menor infiltrado celular na membrana
sinovial e, consequentemente, menor ativacdo de mediadores inflamatérios.

Sabe-se que as citocinas pré-inflamatérias, como a IL-1B ¢ 0 TNF-a, exercem agdo
catabdlica e contribuem de diversas formas para a degeneracdo articular na OAJ, incluindo a
ativacdo de proteinases e a supressao do colageno tipo Il, um dos principais componentes da
matriz extracelular (KAPOOR et al., 2011; MABEY; HONSAWEK, 2015). Outras citocinas,
como a IL-17, atuam como mediador critico no recrutamento, migracdo e ativacdo de
neutréfilos (DELIGNE et al., 2015). Segundo nossos resultados, a crioterapia foi eficaz na
redugdo (>55%) dos niveis de citocinas pré-inflamatérias no liquido sinovial. Um estudo
prévio, investigando a crioterapia aplicada nas patas de ratos com artrite induzida por adjuvante
(30 minutos, duas vezes ao dia, durante 14 dias), mostrou efeitos anti-inflamatérios locais e

sistémicos, que foram mediados principalmente pela expressdo genética e proteica de IL-6 e
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IL-17, independente de TNF-a (GUILLOT et al., 2017). Estudos conduzidos em diferentes
condicdes fisioldgicas e patoldgicas relacionaram os efeitos benéficos da crioterapia a inibicao
génica dependente de fator nuclear kappa B (NF-kB), IL-1B, TNF-a ¢ IL-6 (GUILLOT et al.,
2014; YENARI; HAN, 2006). Essas vias também estdo envolvidas nos efeitos da crioterapia
observados no presente estudo.

Apesar do declinio significativo do processo inflamatério observado no grupo OAJ
submetido a crioterapia, ndo houve melhora nos sinais histopatologicos da membrana sinovial.
Esse resultado mostra que o modelo experimental utilizado induz a OAJ, e que o0s sinais da
doenga na membrana sinovial ndo séo alterados pela crioterapia.

Em relacdo a analise da marcha, a maior area da pata encontrada no grupo OAJ +
Crioterapia em comparacdo aos grupos OAJ e OAJ + Placebo, e o resultado semelhante em
relacdo ao grupo Controle, indica uma descarga de peso mais homogénea, favorecendo um
padréo de marcha normal. Os resultados do presente estudo com o0 modelo OAJ em ratos foram
semelhantes aos de pesquisas anteriores (RUAN et al., 2013), que também relataram um
declinio na area da pata de camundongos apds quatro e oito semanas de TLCA. A analgesia
induzida pelo frio afeta diretamente o controle da marcha, a diminui¢cdo dos limiares de
excitabilidade de nociceptores e as velocidades de conducdo nervosa (DEMOULIN;
VANDERTHOMMEN, 2012). Um declinio na informacao nociceptiva transmitida através da
aferéncia primaria para a medula espinhal resultaria em menores sinais comportamentais e em
reducédo da atividade neuronal no corno dorsal, gerando uma diminuigdo do campo receptivo,
0 que pode afetar a responsividade da marcha (SLUKA et al., 1999). Em contraste com o
observado em humanos, ndo encontramos mudan¢as nas demais variaveis relacionadas a
analise da marcha, como o comprimento e a largura da passada. Nossos resultados sdo
consistentes com achados prévios em ratos (CLARKE et al., 1997; RUAN et al., 2013), embora
pacientes com OAJ exibissem alteragdes compensatorias nos parametros espago-temporais da
marcha, como menor velocidade da marcha, diminui¢cdo do comprimento da passada e maior
largura da base (AL-ZAHRANI; BAKHEIT, 2002; BEJEK et al., 2006).

Finalmente, as caracteristicas de cronicidade da OAJ podem explicar a auséncia de um
efeito da crioterapia na temperatura da pele e no didmetro da articulag&o do joelho. E importante
ressaltar que ndo observamos hiperalgesia térmica no modelo de OAJ utilizado em nosso
estudo. Varios estudos investigaram o comportamento em modelos de OAJ em roedores, € a
hiperalgesia térmica ndo € comumente modificada ou relatada (BOVE et al., 2006; TSAI et al.,
2017). As alteracdes comportamentais sdo frequentemente limitadas a adaptacGes da marcha,

alodinia mecénica, hiperalgesia mecénica e desequilibrios na descarga de peso.
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Uma das limitacOes deste estudo foi a utilizacdo do teste de impressdo da pata para
avaliar os padrdes de marcha, visto que ndo ha como avaliar com precisdo a velocidade da
marcha do animal. Outra possivel limitacdo foi a auséncia de um grupo Sham para o
procedimento cirdrgico (cirurgia de joelho sem TLCA). Usamos apenas um grupo Controle
sem intervencdo cirdrgica, porque estudos prévios encontraram um desgaste articular similar
entre os grupos OAJ e Sham (DELFINO et al., 2013; DIAS et al., 2014).

Concluséao

A crioterapia similar a utilizada na clinica melhora a descarga de peso entre as patas e
reduz o nimero de leucdcitos e citocinas inflamatorias no liquido sinovial de ratos com OAJ
induzida por TLCA. Esses resultados fornecem novas evidéncias dos efeitos benéficos da
crioterapia e sugerem que esta pode ser utilizada como um tratamento ndo farmacoldgico e

complementar para controlar a inflamacéo articular na OAJ.
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Resumo

O modelo de osteoartrite do joelho (OAJ) induzida por transeccdo do ligamento cruzado
anterior (TLCA) em ratos tem sido amplamente utilizado devido a sua semelhanca com a OAJ
pos-traumatica em humanos. Embora a progressdo da OAJ neste modelo indique uma
degeneracdo da cartilagem mais intensa ap6s 60 dias, estudos piloto do nosso laboratorio
sugeriram que um tempo mais curto (30 dias) apds a TLCA poderia ser suficiente para induzir
a OAJ, podendo ser utilizado com seguranca neste tipo de estudos. O objetivo deste estudo foi
comparar os sinais da OAJ 30 e 60 dias apds a TLCA unilateral. Dor, fungdo da marcha,
inflamacdo no liquido sinovial e alteracdes histopatoldgicas na membrana sinovial foram
analisadas, bem como a interacdo entre essas variaveis. Ratos Wistar machos (n = 32;
219,2 + 18,6 g) foram distribuidos aleatoriamente em quatro grupos de oito animais cada. Dois
grupos foram submetidos a cirurgia unilateral para inducdo da OAJ e analisados ap6s 30
(OAJ30) e 60 dias (OAJ60). Dois grupos Controle (sem cirurgia) também foram avaliados apds
0s mesmos periodos de tempo (C30 e C60). Todos os grupos foram avaliados antes da TLCA,
do teste menos estressante para 0 mais estressante (temperatura da pele, limiar de resposta
mecanica, teste da marcha, limiar de resposta térmica e edema), e também 30 e 60 dias apds a
cirurgia. Apos a eutanasia, o liquido sinovial e a membrana sinovial foram coletados. Trinta
dias apos o TLCA, o grupo OAJ30 apresentou diminuicdo da area de impressédo da pata e limiar
de resposta mecénica, maior diametro articular, temperatura da pele, contagem de leucdcitos,
niveis de citocinas e escore de sinovite. Nao foram encontradas diferencas entre OAJ30 e
OAJ60 (p > 0,05). Em concluséo, 30 dias apos a TLCA foram suficientes para induzir todos 0s
sinais da OAJ em ratos, sugerindo que um periodo de tempo mais curto pode ser utilizado como

modelo experimental.

Palavras-chave: Doenca Musculoesquelética. Sinovite. Mediadores da Inflamacédo. Modelo

Animal. Anélise de Marcha.



64

Introducéo

A lesdo do ligamento cruzado anterior (LCA) frequentemente causa osteoartrite do
joelho (OAJ) pos-traumatica e fraqueza muscular (CUNHA et al., 2019; VAN YPEREN et al.,
2018). Um recente estudo mostrou que a OAJ induzida por transecgdo do LCA (TLCA) em
ratos promove remodelacéo e atrofia da jungdo neuromuscular nos musculos quadriceps e tibial
anterior, associada a sinais inflamatdrios, alteracdes na marcha e alteraces na expressdo de
genes e proteinas musculares (CUNHA et al., 2019). Sabe-se que 68-80% dos pacientes com
lesdo do LCA desenvolvem a OAJ radiogréfica dentro de um periodo de acompanhamento de
20 anos, independentemente da reconstrucdo ligamentar (VAN YPEREN et al., 2018). Diversos
fatores de risco estdo associados a essa alta incidéncia, incluindo danos no momento da leséo
(MENDIAS et al., 2013), instabilidade mecéanica continua (CHAUDHARI; SCHMITT,;
ANDRIACCHI, 2018) e inflamagdo local extensa (SCANZELLO; GOLDRING, 2012). O
trauma articular ativa uma cascata de respostas catabolicas, incluindo citocinas inflamatérias
(HARKEY et al., 2015; MABEY; HONSAWEK, 2015), o que pode contribuir para alteraces
dos sintomas em longo prazo, como dor articular, derrame ocasional e comprometimento
funcional (HARKEY et al., 2015; MABEY; HONSAWEK, 2015). Estudos em animais usaram
0 modelo de TLCA para simular a OAJ pés-traumatica e investigar a patogénese da doenca
(LITTLE; HUNTER, 2013; PICKARSKI et al., 2011; STOOP et al., 2001). No entanto, a
maioria dos estudos concentrava-se nos aspectos morfoldgicos e moleculares da articulacéo,
com menor atencdo a dor, a funcdo motora e a inflamacdo sinovial, o que ampliaria a
caracterizagcdo da OAJ no modelo animal, quando considerados em conjunto.

De acordo com o que observamos, apenas um estudo investigou as alteracOes
comportamentais e histopatoldgicas em camundongos em 4, 8 e 12 semanas no modelo OAJ
induzida por TLCA (RUAN et al., 2013), demonstrando um declinio no desempenho motor,
resposta tardia a estimulos térmicos, alteracbes na marcha e degeneracdo da cartilagem
tibiofemoral a partir de quatro semanas apds a cirurgia. No entanto, como nesse estudo a TLCA
foi bilateral (RUAN et al., 2013), ha limitacdes em comparar esses resultados com outros
estudos utilizando modelo de OAJ unilateral. Além disso, sinais de inflamacdo, como edema
articular, inflamacdo sinovial e alteragdes histopatolégicas na membrana sinovial ao longo do
tempo, ndo foram caracterizados. Pesquisas anteriores avaliaram a progressdo da OAJ em
modelos bioquimicos (KELLY; DOBSON; HARRIS, 2013; POMONIS et al., 2005). No

entanto, esse modelo é geralmente aplicado em estudos com periodos de observacao inferiores
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a quatro semanas, dificultando a comparagdo com modelos de OAJ induzida por TLCA. Outro
método de inducdo da OAJ é a TLCA com a resseccao do menisco medial (HAMILTON et al.,
2015; TSAl et al., 2017), o qual exacerba o dano da cartilagem articular e aumenta a formacéo
de ostedfitos (HAYAMI et al., 2006; RUANO; SITLER; DRIBAN, 2017) .

A OAJ induzida por TLCA em modelos animais tem sido amplamente utilizada nas
pesquisas devido a sua semelhanca com a OAJ pds-traumatica em humanos (CUNHA et al.,
2019; STOORP et al., 2001). Embora a progressao histopatologica da OAJ nesse modelo esteja
bem descrita e apresente degeneracao da cartilagem mais intensa ap6s 60 dias (FANG; BEIER,
2014; HAMILTON et al., 2015; RUAN et al., 2013), alguns aspectos ainda ndo foram
elucidados. Por exemplo, que periodo de tempo € necessario para caracterizar os sinais de OAJ
nesse modelo? Estudos piloto do nosso laboratdrio sugerem que 30 dias apds a TLCA unilateral
poderiam ser suficientes para induzir todos os sinais da OAJ, como dor, comprometimento
funcional e um aumento nos mediadores inflamatérios do liquido sinovial, quando comparado
ao modelo de OAJ de 60 dias.

Dessa forma, o objetivo deste estudo foi comparar a OAJ unilateral 30 e 60 dias apos a
TLCA em ratos. Dor, fungdo da marcha, inflamacdo no liquido sinovial e alteracbes
histopatoldgicas na membrana sinovial foram analisadas, bem como a interacdo entre essas
variaveis. Nossa hipotese foi de que 30 dias ap6s a TLCA sdo suficientes para induzir a OAJ
em ratos, com sinais semelhantes aos observados em estudos prévios de 60 dias. Em caso
afirmativo, estudos futuros poderiam ser conduzidos usando um periodo menor de OAJ
induzida por TLCA no modelo de ratos, a fim de minimizar os custos e a manutengdo dos

animais.

Materiais e métodos

Animais e grupos experimentais

O protocolo experimental foi de acordo com o National Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (National Research Council, 1996). O Comité de Etica da UFSCar aprovou
0s procedimentos experimentais (nUmero 7949291116/2017), e o estudo foi conduzido por
profissionais capacitados, cegos para a identificacdo dos grupos experimentais. Um calculo
amostral a priori foi realizado usando o G*Power (versdo 3.1; University of Trier, Trier,
Alemanha) (BECK, 2013). Com base em um estudo piloto previamente realizado (n = 8),
adotou-se a = 0,05, poder (1-B) = 0,80, coeficiente de correlagdo = 0,5 e tamanho do
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efeito = 0,30. O teste de marcha e a migragdo de leucdcitos foram utilizados para o célculo.
Para tanto, estimou-se que um total de 32 animais (oito por grupo) seria um tamanho amostral
adequado.

Foram utilizados ratos Wistar machos com dois meses de idade (n = 32; 219,2 + 18,6 g).
Os animais foram alojados em condicGes isentas de patdgenos a 24°C + 1°C, sob um ciclo de
luz reversa (12 horas de luz/12 horas de escuriddo), e tiveram livre acesso a racdo padrao para
rato e dgua. Os ratos foram divididos aleatoriamente em quatro grupos de oito animais cada.
Dois grupos foram submetidos a cirurgia unilateral para indugdo da OAJ e analisados ap6s 30
(OAJ30) e 60 dias (OAJ60). Dois grupos Controle (compostos por animais naive, sem cirurgia)
também foram avaliados ap6s 0s mesmos periodos de tempo (C30 e C60). Utilizamos apenas
0 grupo Controle sem intervencdo cirlrgica, pois estudos prévios revelaram degeneracdo
articular semelhante entre os grupos OAJ e Sham (cirurgia do joelho sem TLCA) (CUNHA et
al., 2019; DELFINO et al., 2013; DIAS et al., 2014). Todos os animais foram analisados antes
da cirurgia de TLCA, do teste menos estressante para 0 mais estressante: temperatura da pele,
limiar de resposta mecénica, teste de marcha, limiar de resposta térmica e diametro articular do
joelho. Todos os grupos foram reavaliados 30 e 60 dias apos 0 TLCA. Os animais foram, ent&o,
submetidos a eutanésia para a coleta do liquido sinovial e da membrana sinovial (Figura 1).
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Figura 1. Procedimentos experimentais. Para cada periodo de tempo, os animais foram
distribuidos aleatoriamente em Controle (sem cirurgia) ou OAJ (osteoartrite de joelho apds a

TLCA), e foram analisados antes da TLCA e 30 ou 60 dias apds a cirurgia.

Inducéo da OAJ

Utilizamos um modelo adaptado de OAJ induzida por TLCA que causa alteragdes
articulares em ratos semelhantes as observadas em humanos (STOOP et al., 2001).
Resumidamente, os animais foram anestesiados com uma injecéo intraperitoneal (12 mg/kg de
xilazina e 95 mg/kg de cetamina), e foi realizada tricotomia digital e assepsia com iodo ao redor
do joelho direito. Com o animal em posi¢do supina, foi feita uma incisdo longitudinal
parapatelar medial de aproximadamente 1 cm, seguida da exposi¢éo do tend&do patelar. Tanto a
lesdo da cépsula articular quanto a TLCA foram realizadas com uma tesoura cirargica do tipo
oftalmica. O teste da gaveta anterior (livre deslocamento da tibia em relacdo ao fémur no sentido
postero-anterior) foi realizado para confirmar a TLCA. Apds a sutura da pele, os animais foram
retornados as gaiolas, e paracetamol (13,5mg/100ml) foi adicionado a &gua de beber nas
primeiras 48 horas como analgesia pds-operatdria. Nesse modelo, descrevemos previamente
um escore histologico de Mankin mais elevado no grupo OAJ (60 dias ap6s a TLCA) quando

comparado aos Controles (animais naive de mesma idade) (CUNHA et al., 2019).

Avaliagoes
Teste de marcha

A andlise da marcha foi conduzida utilizando-se o teste de impressdao da pata, como
previamente realizado em modelo animal de TLCA (RUAN et al., 2013). As patas traseiras dos
ratos foram marcadas com tinta comercial ndo toxica (guache, Faber-Castell, Sdo Carlos, Séo
Paulo). Em seguida, os animais foram colocados para caminhar sobre um corredor de madeira
de 60 cm de comprimento e 7 cm de largura, coberto com papel branco. Uma cadmara escura foi
colocada no final da pista para atrair os animais. Apés a conclusdo do teste, o papel contendo
as marcacoes das patas foi digitalizado a 300 dpi. A medida em torno da pata direita foi definida
como a area da pata (pixels); a distancia entre o primeiro e o quinto dedo, como largura da pata
(cm); a distancia entre dois passos da pata traseira, como comprimento da passada (cm); a

distancia horizontal entre a pata esquerda e a direita, como a base (cm); a distancia entre o
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terceiro dedo do pé e o calcanhar, como o comprimento da pata (cm); e o angulo da pata, como

0 angulo entre o quinto dedo e o calcaneo e uma linha horizontal (°).

Limiar de resposta mecanica

O limiar de resposta mecénica da pata traseira direita foi medido pelo método eletrénico
de Von Frey (eletronico Von Frey) (GUILLOT et al., 2017). Os ratos foram colocados em
gaiolas de acrilico (12 x 20 x 17 cm) com piso de grade de arame, 20 minutos antes do inicio
dos testes em uma sala silenciosa. O teste consistiu em estimular um reflexo de flexao da pata
traseira usando um transdutor de forca manual adaptado com uma ponta de polipropileno. O
investigador foi treinado para aplicar o estimulo perpendicularmente na face plantar (um dos
cinco dedos), aumentando gradualmente a pressdo. A intensidade do estimulo quando a pata foi

retirada foi considerada como o limiar mecénico (g).

Temperatura da pele do joelho

De acordo com os critérios para aquisicdo de imagens termigraficas (COSTELLO et al.,
2012), os animais foram aclimatados em um quarto escuro (15 minutos; 23°C £ 1). A
termografia foi utilizada para medir a temperatura da pele do joelho direito em todos o0s grupos,
utilizando-se uma camera térmica infravermelha FLIR T420 (FLIR Systems®, EUA), acoplada
a um tripé colocado a 50 cm do joelho do animal. As imagens foram analisadas no software

FLIR Tools, e os resultados, expressos em °C.

Limiar de resposta térmica

Os animais foram colocados sobre uma placa quente (Insight® Equipamentos Ltda,
Brasil) a 52°C (51,8°C-52,4°C) (DE ANDRADE et al., 2017). O periodo de laténcia para a
resposta da pata (salto, tremor ou lambida) foi considerado o tempo de resposta (segundos), em
uma Unica repeticdo. O tempo maximo que o animal péde permanecer sobre a placa quente foi

de 25 segundos.

Diametro articular do joelho
O didmetro da articulacéo do joelho foi medido com os animais na posi¢do supina sob
anestesia (2 ml/mlO2; isoflurano 1,5%) (QUADROS et al., 2015), utilizando-se um paquimetro

digital (Fisher Scientific, 150mm, EUA) posicionado nos condilos femorais medial e lateral, no
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nivel de interlinha articular do joelho (CUNHA et al., 2019). A média de duas medidas foi

utilizada, e os dados foram expressos em milimetros (mm).

Confiabilidade das medidas

O coeficiente de correlagéo intraclasse (CCly,2) e o erro padrdo de medida (EPM) foram
testados para a analise termogréafica (A) e o edema articular (B) em oito ratos dias antes da
TLCA. Os ratos foram reavaliados 48 horas ap0s a primeira avaliacdo. Ambas as variaveis
apresentaram excelente confiabilidade: A) CCI = 0,92, EPM =0,20° C; B) CCI =0,94; EPM =
0,28 mm.

Coleta do liguido sinovial

Os animais foram anestesiados (240 mg/kg de cetamina e 60 mg/kg de xilazina; i.p.) e
exsanguinados (CHAVES et al., 2011; DE OLIVEIRA et al., 2015). Este ltimo procedimento
foi realizado para minimizar a possibilidade de contaminacéo de sangue no liquido sinovial. A
pele e os ligamentos da articulacao do joelho direito foram removidos, e a cavidade sinovial foi
lavada duas vezes com 200uL de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) contendo 10
mM de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA). Este fluido de lavagem articular foi utilizado
para a contagem de células, contagem diferencial de leucdcitos e determinagdo do nivel de
citocinas (DE OLIVEIRA et al., 2015).

Migracao de leucocitos

A migracdo dos leucocitos foi determinada utilizando-se o liquido sinovial, como
descrito anteriormente (PINTO et al., 2015). As cavidades articulares foram lavadas duas vezes
com 5 uL de PBS contendo 1 mM de EDTA, e depois diluidas em um volume final de 50 uL
com PBS/EDTA, para avaliar a migracdo de leucdcitos no tempo estabelecido. Os leucécitos
foram contabilizados em uma cadmara de Neubauer diluida em solugdo de Turk. Os resultados

foram expressos como o nimero de leucdcitos por cavidade articular.

Contagem diferencial de leucdcitos

Apos a retirada de aliquotas para contagem total do nimero de leucdcitos, o lavado
articular foi centrifugado (1.500 rpm, 10 minutos, 4°C). O sobrenadante foi estocado a -80°C
para posterior analise (determinacdo de citocinas), e o pellet celular foi ressuspenso em 200uL
de solucdo de PBS e EDTA. Em seguida, as laminas para contagem diferencial foram

preparadas por centrifugacéo (1.500 rpm, 10 minutos) de uma aliquota do lavado articular (50
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mL). As laminas foram, entdo, montadas, fixadas por 4 minutos e coradas com eosina (30
segundos) e hematoxilina (20 segundos). Em seguida, foram lavadas em &gua corrente e
colocadas para secagem (DE OLIVEIRA et al., 2015).

Posteriormente, procedeu-se a contagem diferencial das células do exsudato articular.
As células foram examinadas em microscépio Optico com objetiva de imersdo em 6leo
(aumento de 100x). Foram, entdo, contadas 100 células por lamina, diferenciando-se os tipos
celulares em macrofagos, linfocitos e neutrofilos. A contagem de células do lavado articular foi
obtida calculando-se a porcentagem de cada tipo de célula (contagem diferencial) e 0 nimero
de leucécitos totais presentes no lavado articular (DE OLIVEIRA et al., 2015). Os resultados

foram expressos como ntimero de células x 10%/ml.

Determinacgéo dos niveis de citocinas

As concentragdes de TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-17 e IL-10 foram determinadas utilizando-
se um ensaio imunoenzimatico (ELISA) comercialmente disponivel, seguindo as
recomendacbes do fabricante (kits Duo-Set, R&D Systems, Minneapolis, MN, EUA). A
densidade Optica das amostras individuais foi medida a 450 nm utilizando-se um
espectrofotdbmetro (Spectra Max-250, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, EUA). Os resultados
foram expressos como a média £ DP dos niveis de citocinas em pg/mg de liquido articular
(BASSI et al., 2016; VERAS et al., 2015).

Avaliacdo histopatoldgica da sinovite

Amostras de capsulas articulares foram fixadas em formalina tamponada a 4% (vol/vol),
desidratadas em etanol e embebidas em parafina para preparacdo das laminas. As seccdes
teciduais foram coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para analisar a sinovite (influxo de
células inflamatorias e hiperplasia sinovial). A gravidade da patologia sinovial (isto é, sinovite)
foi determinada utilizando-se um sistema de pontuacdo que mede a espessura da camada de
células sinoviais numa escala de 0-3 (0 = 1-2 células, 1 = 2-4 células, 2 = 4-9 célulase 3 =10
ou mais células) e densidade celular no estroma sinovial numa escala de 0-3 (0 = celularidade
normal, 1 = celularidade levemente aumentada, 2 = celularidade moderadamente aumentada e
3 = aumento acentuado de celularidade) (LEWIS et al., 2011).

Analise Estatistica
As analises foram realizadas no software Statistical Package for the Social Sciences

22.0 (SPSS Inc, Chicago, IL). Como todas as variaveis apresentaram distribuicdo normal
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(p > 0,05) de acordo com os testes de Shapiro-Wilk e Levene, foi realizada a ANOVA de
medidas repetidas para avaliar a interacdo entre os grupos (OAJ e Controle) e o tempo (0, 30 e
60 dias). A ANOVA one-way foi realizada para comparar as variaveis inflamatdrias entre os
grupos. Quando necessario, o teste post hoc de Tukey foi realizado. Os coeficientes de
correlacdo de Pearson (r) foram calculados para avaliar a associacao entre a area de impressao
da pata, o limiar mecanico e térmico, o diametro articular do joelho, a temperatura da pele, 0s
leucdcitos e as citocinas inflamatdrias. O nivel de significancia foi estabelecido em 0,05 para
todas as analises estatisticas. A forca do coeficiente de correlacdo foi considerada ruim quando
os valores estavam entre 0 e 0,25, fracos entre 0,26 e 0,50, moderados entre 0,51 e 0,75, e fortes
entre 0,76 e 1 32.

Resultados

Anélise da marcha

Os grupos OAJ apresentaram uma menor area de impressdo da pata quando comparados
aos Controles 30 [diferenca média: 3673,5 pixels (14,8%), IC 95%: -1205, 6142; p = 0,007] e
60 dias [diferenca média: 2315,1 pixels (8,8%), IC 95%: -763, 3867; p = 0,007] ap6s a TLCA

(Figura 2A). Néo houve alteracdes nas demais variaveis da anélise da marcha (Figura 2B-F).
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Figura 2. Area de impress3o da pata (A); comprimento da pata (B); largura da pata (C); largura
do passo (D); comprimento do passo (E); e angulo da pata (F) no inicio (0 dia), 30 e 60 dias
apos a cirurgia nos grupos Controle e OAJ. OAJ: osteoartrite do joelho. *p < 0,01 grupo
Controle versus OAJ.

Limiar de resposta mecanica e térmica

Houve reducdo significativa no limiar de resposta mecanica no grupo OAJ30 em relagéo
ao grupo C30, trinta dias apds a TLCA [diferenca média: 14,59 (30,4%), IC 95%: -8,9, 14,9;
p =0,037], sem diferencas apés 60 dias (p =0,396; Figura 3A). Nao foram observadas

diferencas entre os grupos para o limiar de resposta térmica (p > 0,05; Figura 2B).

Diametro articular do joelho

O diametro da articulacdo do joelho foi maior nos grupos OAJ quando comparados aos
Controles [diferenca média: 30 dias = 1,31 mm (10,6%); IC 95%: -0,024, 2,60; p < 0,001; 60
dias =1,13 mm (10%), IC 95%: -1,47, 0,81; p < 0,001; Figura 3C], sem diferengas entre ambos
os tempos (p = 0,07).

Temperatura da pele do joelho
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A temperatura da pele foi maior nos grupos OAJ em relagdo aos Controles [diferenca
média: 30 dias = 1,3°C (3,5%); IC 95%: -0,73, 1,81; p <0,001; 60 dias = 1,6°C (4,2%); IC
95%: -0,86, 2,11; p < 0,001; Figura 3D], sem diferencas entre ambos os tempos (p > 0,05).
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Figura 3. Limiar de resposta mecanica (A) e térmica (B); diametro articular do joelho (C); e
temperatura da pele (D) no inicio (0 dia), 30 e 60 dias apds a cirurgia nos grupos Controle e

OAJ. OAJ: osteoartrite do joelho. *p < 0,01 grupo Controle versus OAJ.

Migracao de leucocitos no liquido sinovial do joelho

Houve um aumento significativo no ndmero de leucécitos nos grupos OAJ, em
comparagio com os controles, 30 e 60 dias apds a TLCA (diferenca média: 28,3 x 10%/ml e 21,6
x 10%/ml, respectivamente; p < 0,001; Figura 4A), sem diferenca entre os grupos OAJ. O maior
nimero de leucécitos registrados foram macréfagos no liquido sinovial (27,8 x 10%ml),
seguidos pelos linfdcitos (4,8 x 10%/ml) e neutrofilos (2,5 x 10%ml), independentemente do

tempo apds a cirurgia (Figura 4B-D).
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joelho. #p < 0,05 vs. grupo Controle; § p < 0,05 vs. grupo OAJ; *p < 0,05 vs. grupo OAJ +
Crioterapia.

Niveis de citocinas no liquido sinovial do joelho

Nos 30° e 60° dias, os ratos com OAJ exibiram maiores concentragdes de TNF-a (42,2%
e 39,4%, respectivamente; Figura 5A), IL-1B (47,8% e 53,3%, respectivamente; Figura 4B),
IL-6 (64,7 % e 42,3%, respectivamente; Figura 5C) e IL-17 (47,4% e 38,3%, respectivamente;
Figura 5D) em comparacdo com os controles (p < 0,001). No entanto, houve um declinio na IL-
6 (36,8%) no grupo OAJ60 quando comparado ao grupo OAJ30 (p =0,003; Figura 5C).
Nenhuma alteracédo foi observada para IL-10, 30 e 60 dias ap6s a TLCA (p > 0,05; Figura 5).
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Figura 5. Concentragéo de citocinas no liquido sinovial do joelho. (A) TNF-a; (B) IL1-p; (C)
IL-6; (D) IL-17; (E) IL-10. OAJ: osteoartrite do joelho. * p < 0,001 Controle vs. grupos OAJ;
#p = 0,006: 30 vs. 60 dias apds a TLCA nos grupos OAJ.

Avaliacao histopatoldgica da sinovite
Houve alteragdo na membrana sinovial de ratos com OAJ em relacdo aos controles
(p <0,01) 30 e 60 dias ap0s a cirurgia (Figura 6A), com o grupo OAJ30 exibindo um escore

médio maior que OAJ60. Porém, essa diferenca ndo foi estatisticamente significativa (Figura

6B; p > 0,05).
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FIGURA 6. Avaliacdo histopatologica da membrana sinovial. Fotomicrografias
representativas de sec¢des da membrana sinovial coradas com Hematoxilina e Eosina (H&E)
nos grupos Controle e OAJ (aumento de 200x) (A). Representacdo grafica do escore de sinovite
nos grupos Controle e OAJ 30 e 60 dias apds a cirurgia, que mediu a espessura da camada de
células sinoviais e a densidade celular no estroma sinovial (B). OAJ: osteoartrite do joelho. Os
dados séo expressos como media + DP (n = 3-5 animais por grupo); *p < 0,01 Controle vs.
grupo OAJ.

Analises de correlacdo

AssociacOes entre area de impressdo da pata, limiar mecénico e térmico, diametro da
articulacdo, temperatura da pele, leucdcitos e citocinas inflamatdrias sdo mostradas na Tabela
1. Trinta dias ap6s a TLCA, foi observada uma correlacdo moderada entre a area de impressao
da pata e o diametro da articulagdo (r = -0,59, p = 0,04) e IL1-B (r = -0,61, p = 0,03), e uma
forte correlacdo entre a area de impressao da pata e a temperatura da pele (r = -0,81, p = 0,001)
60 dias ap6s a TLCA. Houve forte correlacdo entre a inflamacdo sinovial e o diametro articular
(r=0,63-0,92, p < 0,05), e moderada a forte correlacdo entre inflamag&o sinovial e temperatura
da pele (r=0,58-0,79, p < 0,05) para ambos os tempos (30 e 60 dias) ap6s a TLCA. Com relagdo
a resposta mecanica, observou-se moderada correlacdo entre o limiar mecéanico e os niveis de
TNF-a (r=-0,62, p=0,03) 30 dias apés o TLCA. No grupo OAJ60, houve moderada correlacéo
entre o limiar de resposta mecénica e o diametro articular (r = 0,64, p = 0,02), TNF-a (r = 0,60,
p=0,04) e IL-6 (r=0,60 p=0,04).
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Tabela I. Coeficientes de correlacdo de Pearson (r) para a area de impressdo da pata, limiares mecanicos e térmicos, didmetro articular, temperatura da pele,

leucdcitos e citocinas inflamatorias, 30 e 60 dias ap6s a TLCA em ratos.

Area de Limiar Limiar Didmetro ~ Temperatura da Leucdcitos IL1-B TNF-a IL-6 IL-17 IL-10
impressdo mecanico térmico articular pele

da pata
Avrea de impressdo da pata - 0.07 -0.14 -0.59* -0.52 -0.48 -0.61* -0.49 -0.57 -0.29 -0.46
Limiar mecénico - 0.34 -0.29 -0.50 -0.47 -0.49 -0.62* -0.44 -0.45 -0.20
OAJ30 Limiar térmico - 0.08 0.08 -0.09 -0.08 -0.01 -0.07 -0.34 -0.16
Diametro articular - 0.69* 0.70* 0.80* 0.68* 0.67* 0.63* 0.38
Temperatura da pele - 0.63* 0.79* 0.63* 0.68* 0.58* 0.35
Area de impressdo da pata - -0.16 0.20 -0.56 -0.81* -0.51 -0.55 -0.36 -0.41 -0.46 -0.18
Limiar mecanico - 0.32 0.64* 0.28 0.45 0.48 0.60* 0.60* 0.47 0.20
OAJ60 Limiar térmico - 0.17 0.14 0.17 0.10 0.24 0.24 0.26 0.11
Diametro articular - 0.79* 0.84* 0.92* 0.86* 0.85* 0.90* 0.50
Temperatura da pele - 0.62* 0.72* 0.63* 0.66* 0.75* 0.33

*p < 0,05; OAJ: osteoartrite do joelho; TLCA: transeccdo do ligamento cruzado anterior
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Discussao

Os resultados do nosso estudo mostram que um periodo de 30 dias apds a TLCA
unilateral foi suficiente para induzir os sinais de OAJ em ratos. Essa concluséo baseia-se na
similaridade entre os resultados nos grupos OAJ30 e OAJ60 dias, como déficits na marcha,
aumento dos sinais inflamatorios e os resultados das analises de correlacéo.

No presente estudo, as alteragcdes da marcha foram analisadas pelo teste de impresséo
da pata. Ratos com OAJ unilateral apresentaram declinio na area da pata, com o maior déficit
percentual registrado 30 dias ap6s a TLCA (14,8%). Efeitos de compensacdo semelhantes
foram descritos em estudo prévio, que também relatou uma menor area de impressdo da pata
em camundongos a partir de quatro semanas apos a TLCA bilateral (RUAN et al., 2013). Além
disso, testes de correlagdo mostraram que o declinio na area de impressdo da pata foi
moderadamente associado com o aumento do didmetro articular e niveis de IL1-p no liquido
sinovial. Em estudo prévio, a IL1-B foi negativamente correlacionada com o alinhamento
articular (angulo tibio-femoral) em individuos com OAJ (NING et al., 2011). Outro fator
importante que favorece as alteracfes na marcha é a presenca de dor (TSAl et al., 2017), embora
nédo tenha sido encontrada associagdo entre a impressao da pata e a dor nociceptiva em nosso
estudo. No entanto, nossos achados indicam que outros fatores, como edema articular e
processo inflamatorio, podem ter contribuido para essas compensacoes.

O declinio no limiar de resposta mecénica identificado 30 dias ap6s a TLCA indicou a
presenca de hiperalgesia mecénica secundaria, cuja auséncia ap6s 60 dias sugere uma
progressdo bifasica da dor (TSAI et al., 2017). A hiperalgesia 30 dias apés a TLCA
provavelmente esta associada a dor nociceptiva nas articulacdes devido a cirurgia no joelho.
Nossos resultados sdo semelhantes aos obtidos em investigacao prévia (TSAI et al., 2017), na
qual a hiperalgesia mecénica foi maior até 5 semanas apés a lesdo articular do joelho, e atingiu
0 pico entre 2 e 4 semanas, melhorando posteriormente, mas persistindo até 15 semanas.
Segundo o estudo, um dos fatores que podem ter favorecido o declinio do limiar mecanico apds
o0 trauma é a presenca de mediadores inflamatdrios sensibilizando os nociceptores primarios
(MILLER; MILLER; MALFAIT, 2014). No presente estudo, houve associacdo moderada e
negativa entre o limiar de resposta mecanica e os niveis de TNF-a 30 dias apos a TLCA. O
TNF-0 aumenta rapidamente as taxas de disparo das fibras A e C nos ganglios da raiz dorsal,
aumentando a transmiss&o sinaptica na medula espinhal (SCHAFERS et al., 2003; TAVES et
al., 2013). Resultados semelhantes foram observados em individuos com OAJ, com correlagéo
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moderada entre 0s niveis de TNF-a no liquido sinovial e os escores de dor (ORITA et al., 2011).
Os niveis de IL-6, uma glicoproteina envolvida no disparo nociceptivo da fibra C nos ganglios
da raiz dorsal da medula (BRENN; RICHTER; SCHAIBLE, 2007; MILLER; MILLER,;
MALFAIT, 2014), foram maiores 30 dias ap6s a TLCA do que aos 60 dias, embora ndo
correlacionados com o limiar de resposta mecéanica no 30° dia. A andlise de correlacdo indicou
gue niveis mais elevados de TNF-o no 30° dia desempenharam um papel significativo no
aumento da dor, possivelmente devido ao reduzido limiar de resposta mecanica.

Curiosamente, 0s animais ndo exibiram hiperalgesia ao estimulo térmico 30 e 60 dias
apo6s o TLCA. Além disso, ndo foi observada correlacdo entre o limiar térmico e nenhuma das
variaveis estudadas. Esses resultados sao corroborados por estudos prévios em modelo de OAJ
poOs-traumatica em ratos (BOVE et al., 2006; TSAI et al., 2017), que encontraram alteracdes no
limiar mecanico sem diferencas nos limiares térmicos 28 dias apés a transec¢ao do ligamento
colateral medial com meniscectomia medial (BOVE et al., 2006), e até 15 semanas apds a
TLCA com meniscectomia medial (TSAI et al., 2017). Uma hipdtese para esses resultados
envolve a ativacdo de um subconjunto de nociceptores responsaveis por evocar calor ou dor
mecéanica (CAVANAUGH et al., 2009; SCHERRER et al., 2009). Outra possibilidade é que os
neurdnios sensoriais primarios envolvidos na patogénese da dor diferem entre os modelos de
OAJ (WU; HENRY, 2010). Especificamente, no modelo de OAJ induzido pela cirurgia, as
alteracdes da fibra AP podem levar a hiperalgesia mecanica, sem alteragdes nas fibras C, que
estdo associadas a hiperalgesia térmica (TSAI et al., 2017; WU; HENRY, 2010). Isso poderia
explicar a auséncia de hiperalgesia térmica em nosso modelo.

Além dos aspectos relacionados & dor, identificaram-se niveis mais elevados de
citocinas inflamatdrias nos macréfagos e no liquido sinovial 30 e 60 dias apds a TLCA, sem
diferencas entre eles. Macrofagos estdo envolvidos em danos estruturais no tecido articular e
desempenham um papel importante na perpetuacdo de respostas inflamatdrias destrutivas
(BONDESON et al., 2010; SELLAM; BERENBAUM, 2010). Altas concentragoes de IL-1 e
IL-17 também foram registradas no liquido sinovial 30 e 60 dias ap6s a TLCA. Produzida por
macrdfagos ativados, a IL-1B é um importante mediador da resposta inflamatoria que ativa
enzimas catabolicas (destrutivas) na articulacdo (GLYN-JONES et al., 2015; MABEY;
HONSAWEK, 2015). A IL-17, um mediador critico no recrutamento, migracao e ativacdo de
neutréfilos, também contribui para a degradacdo da cartilagem e infiltracdo sinovial na OAJ
(DELIGNE et al., 2015). Mudancas estruturais na membrana sinovial também foram
observadas 30 dias apds a TLCA, confirmando as caracteristicas inflamatdrias e degenerativas

do modelo. Além disso, houve uma forte correlacdo entre a inflamacéao sinovial e o didmetro
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articular, e moderada a forte correlagéo entre a inflamacao sinovial e a temperatura da pele 30
e 60 dias apos a TLCA. Nossos resultados também sugerem que técnicas nao invasivas mais
acessiveis disponiveis para uso clinico, como a termografia, podem ser usadas para

complementar a analise da OAJ em modelos animais.

Concluséao

Nossos dados mostraram que 30 dias ap6s a TLCA sdo suficientes para induzir a OAJ
em ratos, sugerindo que um periodo de tempo mais curto pode ser utilizado como modelo
experimental. Estudos adicionais serdo necessarios para investigar se os tecidos adjacentes

também se adaptam da mesma forma 30 e 60 dias apos a TLCA.
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Conclusdes finais da tese

Essa tese de Doutorado abordou os efeitos da crioterapia na funcédo e inflamacao sinovial
de ratos com OAJ induzida por TLCA. Além disso, comparou a progressdo da OAJ 30 e 60
dias apds a TLCA, investigando a dor, a funcdo, os sinais inflamatorios e as alteracdes
histopatoldgicas da membrana sinovial, bem como as suas interacdes. Baseado nos resultados

de ambos os estudos realizados, podemaos concluir:

e Osresultados do estudo | fornecem novas evidéncias dos efeitos benéficos da crioterapia
e sugerem que a mesma pode ser utilizada como tratamento ndo farmacoldgico e
complementar para melhorar e funcdo e controlar a inflamacéo articular na OAJ de
ratos.

e Os resultados do estudo Il contribuem para uma melhor caracterizagdo do modelo de
OAJ induzida por TCLA, sugerindo um periodo de tempo mais curto para ser utilizado

como modelo experimental.
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