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RESUMO

A osteoartrite de joelho (OAJ) ¢ uma das doengas que mais causa incapacidade
no mundo. Essa doenca ¢ caracterizada por danos na cartilagem, estreitamento do espago
articular, sinovite, forma¢do de osteofitos, dor e rigidez articular. O sistema
neuromuscular ¢ muito afetado na OAJ, porém, os mecanismos de alteracdes
neuromusculares envolvidos com essa doenga sdo pouco esclarecidos. Assim, esta tese
tem dois objetivos principais: 1) Avaliar se ha modificagdes nas jungdes neuromusculares
(JNM) em ratos com OAJ induzida por transeccdo do ligamento cruzado anterior
(TLCA); 2) Verificar se ha fibrose muscular na OAJ e correlacionar com atrofia e
inflamacdo muscular. Foram realizados dois estudos, para o primeiro estudo 12 ratos
Wistar adultos foram divididos em dois grupos: controle (sem intervengdo, n=6) e OAJ
(cirurgia de TLCA, n=6), apds 59 dias foram realizados os testes funcionais (teste de
marcha, dor, edema, temperatura da superficie do joelho). No dia seguinte os animais
foram eutanasiados, os musculos quadriceps, tibial anterior (TA) e gastrocnémio foram
retirados pesados e analisados (4rea transversal das fibras musculares, morfologia da
jun¢do neuromuscular e expressdo génica e proteica), o liquido sinovial foi usado para
avaliar o numero de leucdcitos total, contagem diferencial e a articulagdo do joelho foi
usada para avaliar a histologia articular. No segundo estudo 12 Ratos Wistar adultos
foram igualmente divididos nos grupos controle e OAJ. 59 dias depois da TLCA foram
realizados testes funcionais (teste de marcha, sensibilidade térmica e sensibilidade
mecanica), no dia seguinte o musculo TA foi retirado para analises (drea de seccdo
transversal, porcentagem de tecido conectivo, expressdo gé€nica e zimografia). Os
principais resultados encontrados no primeiro estudo foram a modificagdo da morfologia
da JNM no quadriceps e TA, maior atrofia do TA que no quadriceps, mudangas genéticas
e proteicas ligadas a atrofia e a JNM, além de mudancas no teste de marcha e testes
funcionais. No segundo foi observado fibrose muscular no TA associada a atrofia e maior
expressao de genes ligados a inflamacdo muscular. Nossos resultados em ambos os
estudos ajudam a esclarecer os possiveis mecanismos de atrofia e fraqueza muscular
observados na OAJ. Vimos que apesar da maioria dos estudos avaliar apenas o musculo
quadriceps, o musculo TA também parece sofrer modifica¢des decorrentes da inflamacao
articular do joelho, assim novos estudos podem ajudar a compreender ainda melhor os
mecanismos remodelamento do TA, colocando em evidéncia que ¢ preciso um amplo
olhar para o tratamento clinico dessa doenca.

Palavras chave: Osteoartrite de joelho; jungdo neuromuscular, atrofia, fibrose,
inflamacao, tibial anterior.



ABSTRACT

Knee osteoarthritis (KOA) is one of the most disabling diseases in the world. This
disease is characterized by cartilage damage, narrowing of the joint space, synovitis,
osteophytes formation, joint pain and stiffness. The neuromuscular system is also very
affected in KOA, however, the mechanisms of neuromuscular changes involved with this
disease are poorly understood. Thus, this thesis has two main objectives: 1) Assess for
changes in the neuromuscular junctions (NMJ) in rats with induced KOA anterior cruciate
ligament transection (TLCA); 2) Check for KOA muscle fibrosis and correlates with
muscle atrophy and inflammation. For the first study, 12 adult Wistar rats that were
divided into two groups: control (without intervention, n = 6) and KOA (ALCT surgery,
n = 6), after 59 days, functional tests were performed (gait test, pain, edema, knee surface
temperature). In the next day the animals were euthanized, the quadriceps, tibialis anterior
(TA) and gastrocnemius muscles were removed weighed and analyzed (cross sectional
area of the muscle fibers, neuromuscular junction morphology, gene and protein
expression), the synovial fluid was used to evaluate the total and differential leukocyte
number and joint histology were also analyzed. In the second study 12 adult Wistar rats
were equally divided into the control and KOA groups. 59 days after TLCA, functional
tests were performed (gait test, thermal threshold and mechanical threshold), the
following day the TA muscle was removed for analysis (cross-sectional area, percentage
of connective tissue, gene expression and zymography). The main results found in the
first study were changes in the morphology of NMJ in the quadriceps and TA, greater
atrophy in TA than in the quadriceps, genetic and protein changes linked to atrophy and
NMJ, in addition to changes in the gait test and functional tests. In the second study, we
found muscle fibrosis in TA associated with atrophy and increased of genes expression
linked to muscle inflammation. Our results in both studies help to clarify the possible
mechanisms of atrophy and muscle weakness linked with KOA. We have seen that
although most of the studies evaluate only the quadriceps muscle, TA muscle also seems
to suffer modifications due to joint inflammation of the knee, so new studies may help to
understand even better the TA remodeling mechanisms, putting on shows that it takes a
broad look at the clinical treatment of this disease.

Keywords: Knee osteoarthritis, neuromuscular junction, muscle atrophy, fibrosis,
inflammation, tibialis anterior muscle.
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1. CONTEXTUALIZACAO

Osteoartrite ¢ uma forma comum de artrite, que atinge grande parte da populacio
mundial e sua incidéncia tem crescido cada vez mais (CROSS et al., 2014). A doenga
apresenta alguns sinais e sintomas: danos na cartilagem, estreitamento do espaco
articular, sinovite, formacao de oste6fitos, dor e rigidez articular (SHARMA, 2016). Esse
processo inflamatério e degenerativo pode afetar outros tecidos como musculos
ligamentos e osso subcondral (BENNELL; HALL; HINMAN, 2016). Consequentemente
hé redugdo da qualidade de vida e incapacidade funcional (NEOGI, 2013).

O joelho ¢ a articulagdo dos membros inferiores mais acometida pela osteoartrite
(DULAY; COOPER; DENNISON, 2015). Estima-se que a osteoartrite de joelho (OAJ)
acomete mais de 250 milhdes de pessoas no mundo (VOS et al., 2012). Modelo de OAJ
pds traumatica, como a ruptura do ligamento cruzado anterior (LCA), estdo fortemente
associadas ao risco de desenvolvimento da OAJ (AJUIED et al., 2014). J4 a transeccao
do LCA (TLCA) em animais promove alteracdes fisioldgicas tipicas da OAJ humana
(FANG:; BEIER, 2014). Por isso, a TLCA tem sido amplamente usada para induzir OAJ

pés-traumatica em animais.

Na OAJ os musculos desempenham um papel fundamental, principalmente para
absorver a descarga de peso durante as atividades de vida diaria. Além disso, a fraqueza
muscular acelera o processo de destruicdo da cartilagem (ROOS et al., 2011), além de
promover alteragdes biomecanicas no movimento (IGAWA; KATSUHIRA, 2014) e
aumentar a sobrecarga articular (AMIN et al., 2009; RICE; MCNAIR; LEWIS, 2011).
Uma das principais vias envolvidas com a atrofia ¢ a via ubiquitina-proteassoma. Esse ¢
um sistema complexo que pode ser regulado por diversos mecanismos, Figura 1.

Uma das vias reguladoras da atrofia ¢ mediada pelo fator de necrose tumoral a
(TNFa), que ativa o fator nuclear Kappa B (NF-kB), levando a aumento de muscle
atrophy Fbox-1 (Atroginal) e Muscle Ring Finger-1 (MuRF-1), conhecidos como
atrogenes, pois o aumento da expressdo desses genes esta relacionado ao aumento da
atrofia (BONALDO; SANDRI, 2013; FOLETTA et al., 2011; GUMUCIO; MENDIAS,
2013).

Sabe-se também que a fibrose muscular tem intima relagdo com a atrofia muscular
(GARG; CORONA; WALTERS, 2015; MAHDY, 2019). A fibrose ¢ caracterizada por

um acumulo excessivo de componentes da matriz extracelular, principalmente colageno,
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levando a formacgdo de cicatriz (MAHDY, 2019). Visto o importante papel da fibrose
muscular na atrofia, ¢ importante avaliar se hd esse tipo de alteragdo relacionado com a

fraqueza muscular observada na OAJ.

Figura 1. Vias de sinalizacdo da atrofia muscular.
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Fonte: Bonaldo & Sandri (2013).

No sistema musculo esquelético estruturas como a jun¢do neuromuscular (JNM)
sdo muito importantes para a dindmica muscular e podem estar associadas a fraqueza
muscular na OAJ (BENNELL; HALL; HINMAN, 2016). A JNM ¢ estrutura complexa,
composta por compartimento pré-sinaptico, espago sinaptico e membrana pos-sinaptica,
Figura 2. A JNM converte uma sinapse quimica para a transmissao de um sinal elétrico
do terminal nervoso para a fibra muscular (ENGEL, 2003). O potencial de a¢do do nervo
ocasiona a liberacdo da acetilcolina (ACh), um neurotransmissor quimico que atua nos
receptores nicotinicos de acetilcolina (nAChR) localizados na membrana po6s-sindptica,
promovendo a contracdo muscular (WILLMANN; FUHRER, 2002). Modificacdes nas
JNM ou nos nAChR, ligados a contracdo muscular, comprometem a geragao de forca e

podem levar a fraqueza e atrofia muscular (HUGHES; KUSNER; KAMINSKI, 2006).
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Estudos anteriores mostram que diferentes condigdes podem modificar a
arquitetura da JNM, como o envelhecimento (GONZALEZ-FREIRE et al., 2014),
miastenia gravis (KALAMIDA et al., 2007), distrofias musculares (MARQUES et al.,
2007), doencas cardiacas (SOUZA et al, 2011), e at¢ mesmo o exercicio fisico
(DESCHENES et al., 2000), contudo, ndo encontramos estudos buscando modifica¢des
nas JNM na OAJ.

Figura 2. Arquitetura da jung@o neuromuscular.
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Contudo, ndo encontramos estudos na literatura investigando a quantidade de
tecido conjuntivo na OAJ e suas relagdes com a atrofia e prejuizos funcionais. Além disso,
nenhum estudo buscou avaliar se ha modificagdes nas jun¢des neuromusculares que sao
fundamentais para a fun¢do muscular na osteoartrite de joelho. Com isso, nossa hipotese
¢ que a OAJ leva a modificagdes nas jungdes neuromusculares e aumento do tecido
conjuntivo e que estdo alteragcdes estdo associadas a atrofia e prejuizos funcionais em

animais.
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Resumo

A osteoartrite do joelho (OAJ) é comumente associada a fraqueza muscular, porém nao
estd claro quais estruturas estdo envolvidas com as alteragcdes musculares na OAJ. O
objetivo deste estudo foi avaliar as alteragcdes morfologicas e a expressdo de genes e
proteinas ligados a atrofia muscular e as jun¢des neuromusculares (JNM) na OAJ,
induzida pela transeccdo do ligamento cruzado anterior (TLCA). Ratos Wistar adultos
foram divididos aleatoriamente em 2 grupos (n = 6 / grupo): controle (sem intervengao)
e OAJ (cirurgia de TLCA no joelho direito). Apds 8 semanas, foram analisados os
musculos quadriceps, tibial anterior (TA) e gastrocnémio (area de secgdo transversal das
fibras musculares, morfologia da jun¢do neuromuscular e expressdo génica e proteica).
Marcha, dor, edema, temperatura da superficie do joelho, nimero de leucocitos do liquido
sinovial e histologia articular também foram analisados. O grupo OAJ apresentou atrofia
nas fibras musculares do quadriceps (15,7%) e TA (33%), com aumento da atrogina-1 e
MuRF-1, sem alteragdo no musculo gastrocnémio, em comparagdo com o controle. O
grupo OAJ mostrou remodelamento da JNM no quadriceps (reducdo na area e no
perimetro) e uma diminui¢do no didmetro da JNM no musculo TA, sem modificagdes no
gastrocnémio. A expressdo do receptor nicotinico de acetilcolina (nAChR), y-nAChR
aumentou e a do a-nAChR e tirosina quinase especifica do musculo (MuSK) diminuiu no
quadriceps, com uma diminui¢do no e-nAChR no TA, em comparacdo ao controle. A
expressao da proteina MuRF-1 aumentou nos musculos quadriceps e TA, sem alteracdes
na expressao da proteina da molécula de adesdo celular neural (N-CAM). Houve também
comprometimento da marcha, edema, aumento da temperatura superficial do joelho,
aumento da migra¢do de leucécitos no liquido sinovial e sinais histologicos compativeis
com a OAJ. Assim, concluimos que a OAJ induzida por TLCA em ratos promove
modificacdes nas JNM e atrofia nos musculos quadriceps e TA, associados a sinais
inflamatorios, alteragdes na marcha e mudancga na expressao de genes e proteinas ligados

a JNM e a atrofia.
Palavras-chave: Vias de sinalizagdo, receptor de acetilcolina, regido sinaptica da fibra

muscular; unidade motora; placa motora, atrofia muscular; fraqueza muscular;

inflamacao das articulagdes.
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1.1. Introducio

A osteoartrite do joelho (OAJ) ¢ uma doenca comum que afeta mais de 250
milhdes de pessoas em todo o mundo (1). E caracterizada por um distarbio inflamatério
cronico, degenerativo (2) que danifica a cartilagem, estreita o espago intra-articular e pode
levar a formagao de osteofitos (3). Individuos com OAJ apresentam dor, inchago, rigidez
articular e perda de fun¢do (4), com declinio na qualidade de vida e na capacidade
funcional (5). A transec¢do do ligamento cruzado anterior (TLCA) em ratos ¢ considerada
um bom modelo para o estudo da OAJ, pois promove alteragdes semelhantes a OAJ de
humanos (6), como erosdo profunda da cartilagem articular e formacao de oste6fitos (7).
Além disso, estudos mostraram atrofia das fibras musculares e aumento da expressao de
atrogenes, como a atrogina-1 e o muscle ring finger -1 (MuRF-1), no quadriceps de ratos,
15 dias apos a TLCA (8), enquanto em coelhos, a TLCA diminuiu a forca extensora do
joelho e reduziu o sinal eletromiografico do quadriceps (9).

A fraqueza muscular ¢ comum na OAJ e considerada fator de risco e progressao
para o desenvolvimento da doenga (10). As caracteristicas inflamatorias da OAJ levam a
modificac¢des neurais, como inibi¢do do reflexo pré-sinptico, diminui¢do da ativagdo do
neuronio motor alfa, causando atrofia e redugao da forga muscular (11). Um dos musculos
mais afetados na OAJ ¢ o quadriceps (12), sua fraqueza acelera a destrui¢cdo da cartilagem
(10), promovendo alteragdes biomecanicas no movimento (13) e aumentando a
sobrecarga articular (14,15).

Alteragdes nas jungdes neuromusculares (JNM) também podem estar associadas
a fraqueza muscular na OAJ, uma vez que sdo importantes para a fun¢do muscular (16),
onde sinapses quimicas ocorrem entre o neurdnio motor e as fibras musculares, mediadas
pela acetilcolina. Sabe-se que alteracdes nas JNM ou nos receptores nicotinicos de
acetilcolina (nAChR), ligadas a contracdo muscular, comprometem a forca, resultando
em fraqueza e atrofia muscular (17). Apesar da alta incidéncia de OAJ e as alteragdes
musculares associadas, nenhum estudo até o momento investigou possiveis alteracdes das
JNM na OAJ que poderiam contribuir para elucidar os mecanismos associados a fraqueza
e atrofia muscular.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar possiveis alteracdes nas JNM associadas

a alteragdes musculares e funcionais em ratos com OAJ induzida por TLCA.
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1.2. Materiais e métodos

Todos os experimentos e procedimentos foram realizados de acordo com o Guia
para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratdrio publicado pelo Instituto Nacional de
Satide dos EUA e aprovado pelo Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade
Federal de Sao Carlos (Protocolo nimero 9197020816). Profissionais treinados e cegados

em relagdo a identidade dos grupos experimentais realizaram todos os procedimentos.

Desenho e periodo experimental.

Ratos Wistar (dois meses de idade, peso médio de 214,41 + 20 g) foram
distribuidos aleatoriamente em dois grupos (n = 6 / grupo): a) controle (sem cirurgia) e
b) OAJ (submetido a TLCA). O tamanho da amostra foi determinado com base em dados
de um estudo piloto, usando a area de seccdo transversal (AST) das fibras musculares e a
area das JNM dos musculos quadriceps € TA como os desfechos primarios. Considerando
um valor alfa de 0,05 e poder de 95%, o tamanho da amostra foi calculado em 5 animais
por grupo (Software GPower 3.1). No caso de uma possivel perda durante os
procedimentos experimentais, 8 animais foram alocados para cada grupo. Dois animais
de cada grupo morreram durante os experimentos e as causas de morte estdo descritas na
Tabela suplementar 1. Os ratos foram alojados em gaiolas (dois animais por gaiola) em
condi¢des livres de patogenos a 24 © C £ 1 °© C sob um ciclo de luz reversa (12 h claro /
12 h escuro), com livre acesso a comida e 4gua padrdo de ratos. Todos os animais foram
submetidos a testes in vivo um dia antes do sacrificio (59 dias apds a TLCA) e a coleta
dos tecidos foi realizada no dia seguinte (60 dias apos a TLCA). O desenho experimental

e o periodo do estudo estdo descritos na Figura 1.

OAJ induzida por TLCA.

Foi utilizado um modelo adaptado de OAJ induzida por TLCA. Os ratos foram
anestesiados com uma inje¢do intraperitoneal (12 mg / kg de xilazina e 95 mg / kg de
ketamina). O joelho direito foi raspado e preparado com solucdo de iodo. Uma incisdo
parapatelar medial proporcionou acesso ao espacgo articular, em seguida a patela foi
deslocada lateralmente com a pata em extensdo. Posteriormente, foi realizado uma lesao
da céapsula articular e houve a TLCA, utilizando tesoura oftalmolégica. Em seguida, foi
realizado o teste da gaveta anterior (livre deslocamento da tibia em relagdo ao fémur) para

confirmar a TLCA (8,18). Os animais foram devolvidos as gaiolas e foi adicionado
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paracetamol (13,5 mg / 100 mL) na 4dgua potavel durante as primeiras 48 horas apds a
cirurgia como analgesia pds-operatéria. Utilizamos apenas o grupo controle sem
intervencdo cirurgica, porque relatos anteriores encontraram desgaste articular

semelhante a OAJ nos grupos SHAM (cirurgia do joelho sem TLCA) (8,19).

Coleta de amostras musculares.

Os musculos quadriceps, tibial anterior (TA) e gastrocnémio foram removidos e
pesados. Cada musculo foi dividido em trés partes. O fragmento proximal foi imerso em
isopentano (pré-resfriado em nitrogénio liquido), armazenado a -80 ° C e utilizado para
medir a AST. O fragmento medial foi utilizado para a técnica de esterase inespecifica. O
fragmento distal foi rapidamente congelado em nitrogénio liquido, armazenado a -80 ° C

e usado para medir os niveis de mRNA e de proteinas.

AST das fibras musculares.

Cortes seriados histologicos foram obtidos dos musculos quadriceps, TA e
gastrocnémio em micrétomo criostatico (Leica, CM1860, Alemanha). Os cortes
histolégicos (10 um) foram corados com azul de toluidina ap6és montagem padrao de
lamina, foram medidas as AST sob um microscopio optico (Axiovision 3.0.6 SP4 - Carl
Zeiss, Alemanha). A andlise morfométrica foi feita utilizando software Image J (versdo
1.43u, Instituto nacional de Saude, EUA). A AST de cada musculo foi obtida medindo
100 fibras localizadas na regido central da secc@o. O indice percentual de atrofia foi
calculado pela diferenca na proporcdo entre a area de seccdo transversal das fibras
musculares do grupo controle e a area de seccdo transversal das fibras musculares OAJ.
O indice de atrofia foi calculado pelo peso de cada musculo (g) e normalizado usando a

massa corporal (BM; g) para obter a razio MM/BM dos grupos controle e OAJ (8).

Analise da JNM — técnica de esterase inespecifica.
Os musculos quadriceps, TA e gastrocnémio foram cortados longitudinalmente
na regido do terminal motor (contendo o ponto motor). O material resultante foi

submetido a técnica de esterase inespecifica (20) para caracterizar a JNM.

Analise morfométrica.
O diametro méximo, area total e o perimetro foram medidos em 30 junc¢des com

um microscopio optico (Axiovision 3.0.6 SP4 - Carl Zeiss, Alemanha). Dois avaliadores
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cegados e experientes analisaram as imagens com o software Image J (versdao 1.43u,

Instituto Nacional de Saude, EUA) (21,22).

Analise da expressiao do mRNA por PCR em tempo real.

O RNA total foi extraido de amostras de musculo quadriceps € TA nos grupos
controle e OAJ para andlise de mRNA usando o TRIzol Reagent (Life Technologies,
EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. O RNA foi quantificado usando
um espectrofometro Bioresearch BioPhotometer (Eppendorf® Hamburg, Alemanha), que
também determinou a pureza do RNA, absorbancia a 260 nm (quantidade de RNA) e 280
nm (quantidade de proteina). Somente as amostras com razdes 260/280 > 1,8 foram
usadas. A integridade do RNA foi avaliada por coloragdo com brometo de etidio
(Invitrogen) com base nos RNAs ribossomicos 28s e 18s. O RNA extraido foi tratado
com DNase I, Grau de Amplifica¢do (Sigma Aldrich, AMPD1) para eliminar qualquer
possivel contamina¢do com DNA genomico das amostras. A transcri¢do reversa de
mRNA foi realizada usando o kit de sintese de cDNA iScriptTM (Bio-Rad, CA), seguindo
as diretrizes do fabricante. Os niveis de expressdo dos mRNAs foram avaliados por
métodos quantitativos PCR em tempo real (qPCR) usando o sistema de detec¢do de PCR
em tempo real (CFX 96, TouchTM, versdo 3.0, Bio-Rad, CA). As amostras de cDNA
correspondentes a0 mRNA dos genes analisados foram amplificadas por SsoFast ™
EvaGreen® Supermix (Bio-Rad, CA) e os primers foram projetados usando o software
Primer Express® (3.0.11, Applied Biosystems, EUA) a partir de sequéncias publicadas
no GenBank (www.pubmed.com) e sintetizado por Life Technologies (EUA) (Tabela
Suplementar 2). Os niveis de expressdo foram normalizados por gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), peptidilprolil isomerase A (PPLA), peptidilprolil isomerase B
(PPLB), beta-citoesquelética actina (bACT) e hipoxantina —  guanina
\fosforibosiltransferase (HPR), foi utilizado o normalizador mais estavel em todas as
amostras PPLA. A quantificagdo relativa da expressdo génica foi realizada pelo método

comparativo 2AACT (23).

Expressoes proteicas por analise de western blot.

Amostras de proteinas (contendo 80 pg de proteina) foram coletadas dos musculos
quadriceps e TA. Em seguida foram separadas em géis de SDS/PAGE (12% em peso/vol)
e transferidas para uma membrana de nitrocelulose. As membranas foram incubadas com

anticorpos anti-MuRF-1 (IgG, policlonal, 1: 500, 40Kda, Gene-Tex, EUA) e anti-NCAM
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(IgG, policlonal, 1: 1000, 200Kda, Merck, EUA) e normalizadas usando a-Tubulina (IgG,
monoclonal, 1: 1000, 50Kda, Sigma, EUA). Os blots foram visualizados em uma soluc¢ao
de ECL (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, Reino Unido) e expostos em um
sistema de imagem ChemiDoc MP (Bio-Rad Laboratories, Hercules, EUA). Por fim as

imagens foram analisadas conforme recomendac¢ao do sistema (24,25).

Teste de marcha.

As patas traseiras dos ratos foram pintadas com tinta, em seguida, os animais
foram liberados para caminhar em uma pista de 60 cm de comprimento e 7 cm de largura,
coberta com papel branco. Uma camara escura foi colocada no final da pista para atrair
os animais. Apods a conclusdo do teste, o papel foi digitalizado em 300 dpi para andlise
(26). A medida ao redor da pata foi definida como area da pata (cm?), a distancia entre o
primeiro e o quinto dedo da pata foi definido como largura da pata (cm), a distancia da
mesma pata traseira entre duas etapas foi considerado comprimento da passada (cm), a
distdncia horizontal entre a pata esquerda e direita, foi definido como base (cm), a
distancia entre o terceiro dedo do pé e o calcanhar como comprimento da pata (cm) e o
angulo da pata foi definido como o angulo da através das duas patas traseiras (°). As
medidas foram quantificadas pelo software ImageJ (versdo 1.43u, National Institutes of

Health, EUA).

Edema

Trés medidas de espessura da articulagdo do joelho foram realizadas, com animais
sob anestesia (2,0 L / m, isoflurano a 2%), utilizando um paquimetro digital eletronico
(Mitutoyo Absolute Digimatic 150 mm, Japao). Os resultados foram expressos em mm

(25).

Temperatura superficial do joelho.

Os animais foram aclimatados em um quarto escuro (15 min; 24 °© C £ 1). A
termografia foi usada para quantificar a temperatura da pele do joelho nos grupos OAJ e
controle usando uma camera térmica infravermelha (FLIR Systems® T420, EUA),
colocada em um tripé a 50 cm do joelho do animal. As imagens foram analisadas no

software Flir Tools, e os resultados expressos em (°C).

23



Migracao de leucdcitos ex vivo.

A migragdo de leucdcitos foi determinada pela andlise do liquido sinovial do
joelho, conforme descrito anteriormente (27,28). As cavidades articulares foram lavadas
duas vezes com solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) 5 mL contendo écido
etilenodiaminotetraacético 1 mM (EDTA) e depois diluidas para um volume final de 50
mL com PBS/EDTA para avaliar a migragdo de leucocitos. O niimero total de leucdcitos
foi contado em uma camara de Neubauer utilizando uma solugao de Turk. Os resultados
foram expressos como o numero de leucécitos por cavidade articular. Para a contagem
diferencial de células o liquido sinovial foi colocado em laminas coradas em
citocentrifuga (Rosenfeld - Cytospin 4; Shandon, Pittsburgh, EUA). A contagem
diferencial de células foi realizada em um microscopio Optico e os resultados foram
expressos como o numero (média £+ EPM) de tipo de leucocitos por cavidade articular.

Para esta andlise, usamos apenas 4 animais do grupo OAJ (27).

Limiar de retirada da pata.

A hipernocicepcao da articulag@o femorotibial foi avaliada utilizando um medidor
eletronico de Von Frey (Insight® EFF-301). Os animais foram aclimatados (30 min) em
gaiolas acrilicas com piso de grade de arame (12 % 10 x 17 cm de altura). Um investigador
treinado (cego para alocagdo dos grupos) aplicou uma pressdo perpendicular a superficie
plantar da pata traseira direita. Quando a pata foi retirada, a intensidade da forca aplicada
foi registrada automaticamente. Os resultados do limiar mecanico sdo expressos em

gramas/forca (g/F) (27,29).

Avaliac¢io histologica da articula¢io do joelho.

Foi utilizado um protocolo histoloégico padrdo. Os joelhos foram fixados
(formaldeido a 4% por 2 dias) e descalcificados (EDTA a 10%). As amostras foram
embebidas em parafina para formar blocos. Cortes histoldgicos (10 um) foram obtidos
usando um micrétomo (Leica RM-2245, Alemanha). As amostras foram coradas com
hematoxilina e eosina (HE-Merck, Darmstadt, Alemanha) e 0,1% Safranin-O (Merck,
Darmstadt, Alemanha) (30,31) e examinadas em microscopio 6ptico (% 100; Axiovision
3.0.6 SP4 - Carl Zeiss, Alemanha). Dois avaliadores cegados e experientes avaliaram os

danos na cartilagem usando o escore de Mankin modificado (32), tabela suplementar 3.
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Analise estatistica.

As variaveis continuas foram apresentadas como média + erro padrao da média
(EPM). Como todas as varidveis tiveram distribuicdo normal (p> 0,05) de acordo com o
teste de Shapiro-Wilk, foi realizado um teste t independente. As andlises estatisticas
foram realizadas usando o software SPSS, versdo 23.0 (SPSS Inc., Chicago, EUA). As
figuras foram plotadas no software GraphPad Prism, versdo 5.0. Um valor de p <0,05 foi

considerado estatisticamente significativo.

1.3. Resultados

Analise morfométrica.

60 dias apos a TLCA (Figura 1), o grupo OAJ mostrou uma diminui¢cdo na AST
do quadriceps (controle 383,7 £ 22,04 um2 vs OAJ 319,4 + 12,54 um2; p = 0,029) e TA
(controle 425,2 + 27,68 um2 vs OAJ 292,7 £+ 27,16 um2; p = 0,006; Tabela 1). A INM
do quadriceps exibiu uma diminui¢do na area (p =0,001) e perimetro (p=0,001) no grupo
OAJ em comparagdo ao controle, enquanto o TA apresentou apenas uma diminui¢do no
didmetro maximo da JNM (p = 0,014) no grupo OAJ em comparagdo ao controle. Nao
foram detectadas alteragdes nas jungdes neuromusculares no musculo gastrocnémio
(Tabela 1). Em ambos, grupo controle e OAJ, a JNM mostrou poucos ramos do tipo
“pretzel”, com caracteristicas morfoldgicas normais. Isso significa um niimero normal de
dobras juncionais que garantem a localizacdo de nAChRs e a propagacao do potencial da
placa para gerar contra¢do muscular (33). No entanto, no musculo quadriceps, houve uma
clara reducdo na disseminacdo de JNM no grupo OAJ (Figura 2B) em comparacdo ao
controle (Figura 2A). Ja o musculo TA mostrou uma apenas uma diminui¢ao no didmetro

maximo da JNM (Figura 2D).

Analise por PCR em tempo real (QPCR) da expressiao génica.

Foi observado um aumento na expressao de atrogina-1 (p = 0,001) e MuRF-1 (p
= 0,011) no quadriceps do grupo OAJ em comparagdo ao controle. Além disso, a
expressdo de a-nAChR (p = 0,016) e tirosina-quinase especifica do musculo (MuSK) (p
=0,031) diminuiu e a expressao de y-nAChR (p = 0,001) no musculo quadriceps do grupo
OAJ aumentou em relagdo ao grupo controle (Figura 3). Para o TA, houve um aumento
na expressao da atrogina-1 (p = 0,013) e MuRF-1 (p = 0,001) e um declinio na e-nAChR
(p = 0,046) no grupo OAJ comparado ao controle (Figura 3).
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Expressoes proteicas por analise de western blot.

Um aumento na proteina MuRF-1 foi encontrado nos quadriceps do grupo OAJ
(controle 0,94,2 + 0,16 vs OAJ 1,56 + 0,18; p =0,03) e TA (controle 0,75 £ 0,12 vs OAJ
1,12 + 0,10; p = 0,04) comparados ao grupo controle (Figura 4). Nao foi encontrada
diferenga na proteina da molécula de adesdo celular neural (NCAM) nos musculos
quadriceps (controle 1,15 + 0,14 vs OAJ 1,01 £ 0,10; p = 0,47) e TA (controle 0,82 +
0,10 vs OAJ 0,97 + 0,07 p = 0,28), (Figura 4).

Teste de marcha.
O grupo OAJ reduziu a area da pata (p = 0,001) e a largura da pata (p = 0,023),
com um declinio no comprimento da passada (p = 0,016) em comparagdo com o grupo

controle (Figura 5).

Sinais inflamatorios.

O diametro articular aumentou no grupo OAJ em relagdo ao controle (11,1 + 0,21
mm vs 10,0 = 0,12 mm, respectivamente; p = 0,005; Figura 6A). O grupo OAJ mostrou
um aumento na temperatura superficial do joelho em comparagdo ao controle (36,56 +
0,07°C vs 35,82 £ 0,14 °C, respectivamente; p = 0,001), Figura 6B. Houve também um
aumento na migragao de leucécitos no liquido sinovial do grupo OAJ em comparacio ao
controle (10,20 £ 1,86 x 10%/1.a. vs 0,0 £ 0 x 103/ i.a., respectivamente; p = 0,002; Figura
6C). A contagem diferencial revelou uma maior concentragdo de macrofagos no liquido
sinovial em comparag¢ao com neutréfilos e linfocitos (Figura 6D).

Encontramos um declinio no limiar de dor pelo teste de Von Frey no grupo OAJ
em comparacao ao controle (46,82 + 0,69 g/F vs 60,63 £ 2,25 g/F, respectivamente; p =
0,001), Figura 6E. O grupo OAJ apresentou escore histologico de Mankin mais alto do
que o grupo controle (4,16 £ 1,07 vs 0,66 + 0,21, respectivamente; p = 0,028; Figura 6F
e tabela complementar 3). A Figura 6G e 6H mostram uma diferenga no conteudo de
proteoglicano, evidenciado pela intensidade do corante (vermelho), além da

descontinuidade na superficie da articulagdo no grupo OAlJ.

1.4. Discussao

Este estudo forneceu uma nova contribui¢cdo, mostrando alteracdes nas JNM

associadas atrofia muscular no quadriceps e no TA de ratos com OAJ. As alteragdes mais
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significativas da JNM (diminui¢do da area e perimetro) foram observadas no quadriceps,
que exibiu uma atrofia de 15,7% nas fibras musculares. Embora o TA demonstrou maior
atrofia muscular (33%), as alteragdes nas JNM foram menores que no quadriceps e
restritas a um aumento no diametro maximo. A expressao aumentada de MuRF-1 (34) e
a autofagia muscular (35) tém sido sugeridas como possiveis mecanismos associados as
alteracdes da JNM. Nosso estudo também encontrou que um aumento na expressao de
MuRF-1 e atrogina-1 pode estar associado a alteragcdes nas JNM. Sabe-se que o MuRF-1
e a atrogina-1 sdo os principais sinalizadores da atrofia muscular em diferentes modelos
experimentais (36,37). Identificamos um aumento na expressao proteica do MuRF-1 nos
musculos quadriceps e TA, em consonancia com o aumento da expressdo génica,
confirmando a atrofia na OAJ em modelo de TLCA. Além de estar envolvido na atrofia
muscular, estudos recentes sugerem que o MuRF-1 é um importante mediador na
regulacdo da quantidade de nAChR na JNM (34,38), e também pode estar ligado ao
NCAM, um regulador da estabilidade sinaptica relacionado a neurotransmissao (39,40).
No entanto, o grupo OAJ ndo apresentou alteragdes na expressao proteica de NCAM, que
pode ser mais sensivel apenas em casos mais graves como desenervagdo muscular
(41,42). Contudo, o aumento na expressao da proteina MuRF-1 observada neste modelo
pode estar relacionado a atrofia muscular e alteragdes na JNM.

A maioria dos estudos com OAJ concentra-se em observar alteragdes no
quadriceps, pois ele estd diretamente relacionado a articulacdo do joelho e exibem atrofia
muscular (43-45), reducao da forca (14,46) e declinio funcional (15,47). Além da atrofia
muscular, também observamos que o quadriceps apresentou maiores alteragdes na JNM.
Com relacdo a expressdo do mRNA no quadriceps, observamos um aumento na
subunidade gama do receptor de acetilcolina (y-nAChR), que normalmente ¢ expresso na
fase embrionaria (48), mas também em doengas musculares como a desnervagao (49).
Houve também um declinio na expressdo da subunidade alfa (a-nAChR), responsavel
pelo fluxo de acetilcolina na membrana pos-sinaptica (50), bem como o MuSK, um gene
que inicia a diferenciacdo pds-sindptica e desempenha um importante papel de
agrupamento dos nAChR (51). Os resultados do presente estudo mostram intensa
remodelacdo da JNM no quadriceps, associados a OAJ. A atrofia das fibras musculares e
a inibicdo muscular artrogénica, que diminuem a ativacdo do quadriceps pela inibi¢ao
aferente do neurdnio motor a (11,52), podem ser importantes mecanismos associados as
alteracdes das JNM identificadas nesse musculo. Outro possivel mecanismo pode ser a

remodela¢do do terminal nervoso, modulando a liberagdo de acetilcolina e levando a
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adaptacdo da JNM (53,54). No entanto, outros estudos sdo necessarios para avaliar os
mecanismos envolvidos na remodelacdo da JNM observados no presente estudo.

O musculo TA ¢ pouco pesquisado na OAJ. Encontramos apenas um estudo que
avaliou o TA de camundongos 4 e 8 semanas apds a indugdo da OAJ, exibindo um
declinio na forca, 40% na taxa de relaxamento e menor expressdo de ATP, mas sem
alteracdes na area transversal das fibras musculares (55). Por outro lado, alguns estudos
sobre o TA mostraram prejuizo na fun¢do em individuos com OAJ (56,57) e relatam um
declinio na forg¢a excéntrica nos dorsiflexores do tornozelo (58). No entanto, ndo ha
evidéncias claras sobre os mecanismos de atrofia do TA em individuos com OAJ.
Acreditamos que a maior atrofia observada em nosso estudo possa estar relacionada ao
desuso, como descrito para o quadriceps (46), devido a compensagdo muscular (13) ou
porque o TA ¢ um musculo monoarticular que pode ser mais afetado pela atrofia (59).
Visto a atrofia significativa e as alteragdes da JNM observadas no musculo TA,
acreditamos que esse musculo merece ser estudado mais detalhadamente na OAJ. Estudos
futuros sobre adaptagdes do TA na OAJ podem fornecer novas evidéncias cientificas a
pratica clinica e reabilitacdo desse musculo.

A auséncia de alteragdes neuromusculares no musculo gastrocnémio observadas
indica que a OAJ afeta principalmente os musculos extensores do joelho, como o
quadriceps (9,15), e os musculos que contribuem para desacelerar o movimento durante
atividades funcionais, como o musculo TA (60,61). Nossos resultados corroboram essa
hipotese.

Nossos achados mostraram padrdo de marcha prejudicado no grupo OAJ, como
observado em estudos semelhantes (26,62). Estudos recentes associaram déficits da
marcha a uma diminuicdo da AST do musculo gastrocnémio de ratos (63) e extensor
longo dos dedos de camundongos (64). Além disso, alteragdes na marcha também foram
associadas ao aumento da dor em camundongos com OAJ (65). Estas alteragdes no padrao
de marcha dos animais sdo semelhantes as alteragdes funcionais observadas em
individuos com OAJ (66). Nossos resultados indicam uma ligagdo entre os padrdes
alterados da marcha e as alteragcdes neuromusculares identificadas pela atrofia e reducao
da morfometria das JNM nos musculos quadriceps e TA de ratos com OAJ. O limiar de
retirada da pata diminuiu no grupo OAJ. Esse resultado corrobora um estudo recente que
encontrou limiar de dor reduzido associado a fraqueza muscular apos TLCA (29). Outro
estudo recente mostrou a presenga de hiperalgesia mecanica persistente em um modelo

OAJ (67). Nossos resultados reforcam a evidéncia de que a dor estd relacionada as
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alteracdes inflamatdrias e neuromusculares observadas na OAJ. Encontramos também
um aumento de leucocitos (73% de macrofagos) no liquido sinovial do grupo OAJ. A
maior quantidade de macrofagos indica uma inflamagdo cronica presente do liquido
sinovial na OAJ, contribuindo para a destruicio de cartilagem e favorecendo o
crescimento de osteofitos (68,69), além disso, estudos recentes classificaram a OAJ em
subgrupos relacionados a macrofagos (70). Além do aumento de leucdcitos no liquido
sinovial, observamos aumento em outros sinais, como aumento da temperatura da

superficie do joelho e inchaco, refor¢ando o papel da inflamagdo na patogénese da OAJ.

1.5. Conclusao

A OAJ induzido por TLCA em ratos promove remodelamento da JNM e atrofia
dos musculos quadriceps e TA, associados a sinais inflamatérios e alteragcdes na marcha

e na expressao de genes e proteinas musculares.
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1.6.  Figuras e Tabelas

Figura 1. Desenho experimental. Figura representativa das analises e tempo do estudo. OAJ: osteoartrite
de joelho, TLCA: transecgdo do ligamento cruzado anterior.
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Figura 2. Morfologia das jun¢des neuromusculares (Técnica de Esterase ndo Especifica). Grupo Controle:
quadriceps (A) e tibial anterior (C); grupo osteoartrite de joelho (OAJ): quadriceps (B) e tibial anteior (D).
Escala de barra: 10 pm, objetiva = 40X.
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Figura 3. Expressao de mRNA nos musculos quadriceps e tibial anterior dos grupos controle e osteoartrite
de joelho (OAJ) respectivamente: Atrogin-1 (A e B); MuRF-1 (C e D); a-nAChR; (E e F); e-nAChR; (G e
H) y-nAChR; (I e J); MuSK (K e L); Agrin (M e N). *p < 0.05; **p < 0.01, OAJ comparado ao grupo
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Figura 4. Expressdo proteica. Expressdo das proteinas MuRF-1 ¢ NCAM no musculo quadriceps (QD;
A,C,E) e tibial anterior (TA; B,D,F), *p < 0.05, grupo osteoartrite de joelho (OAJ) comparado ao Controle.
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Figura 5. Teste de marcha. Area da pata (A): representagio do teste no grupo Controle (B) e osteoartrite
de joelho (OAJ; C); Largura da pata (D): representagdo do teste no grupo Controle (E) e OAJ (F); Distancia
da passada (G): representagdo do teste no grupo Controle (H) e OAJ (I). **p <0.01 e *p < 0.05, grupo OAJ

comparado ao grupo Controle.

A B 4
— I
Tt 5.0,
13 iR 4
S 4.5 "..."- -
S 4.0 )
g %
s 3.5
< 3.0
Controle OAJ Controle
D E
3 2.5+ ] ’
]
©
o SRR LT P,
L) —— -
T 20« =
g .
FINNI
& s Control
Controle OAJ ontrole
G H _
84 \“'
B[ |
5 ¢ :
1 ¢
e 0 v
Controle OAJ
XA,
E
Controle

..........

OAJ

"e

OAJ

OAJ

34



Figura 6. Sinais Inflamatorios. Temperatura superficial do joelho (A); Edema de joelho (B); Neutréfilos
(C); Escore Mankin (D); Histologia articular do joelho, representacdo do grupo Controle (E), representacdo
do grupo OAJ (F) colora¢dao de SafraninaO. G) e grupo OAJ (H). OAJ = osteoartrite do joelho; A =
superficie articular com células normais; 1 = superficie articular com irregularidades; A = hipercelularidade
difusa; # Redugdo da coloragdo de Safranin O indicando redugdo severa em proteoglicanos. Barra de escala
= 50 pum, ampliagdo de 20X. ** p <0,01 e * p <0,05, grupo KOA comparado ao controle.
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Tabela 1: Analise morfométrica das jungdes neuromusculares (JNM; area, perimetro ¢ didmetro maximo)
e da ares de secgdo transversal das fibras musculares (AST), dos musculos quadriceps, gastrocnémio e tibial
anterior. Dados expressos em média (') + erro padrdo da média (EPM), *p < 0.05, **P < 0.01, grupo
osteoartrite de joelho (OAJ) comparado ao grupo controle.

Parametros morfométricos Controle (T £ EPM) OAJ (I £dp) Testet (p)

Quadriceps
Area da INM (um?) 560,70 £ 80 346,72 + 68 **0,001
Perimetro da JNM (um) 315,10+ 23 263,45+ 21 *%0,002
Diametro maximo da JNM (um) 1194,96 + 15 1123,66 + 13 0,410
AST das fibras musculares (um?) 383.7+22 3194+ 12 *0.029
Gastrocnémio
Area da INM(um?) 624,08 + 17 617,27 + 60 0,929
Perimetro da JNM (um) 130,81 £ 11 131,85+ 11 0,877
Diametro méaximo da JNM (um) 1145,31 +£ 80 1110,04 + 15 0,626
AST das fibras musculares (um?) 425.2+25 430.0 £ 52 0.935
Tibial anterior
Area da INM (um?) 634,88 + 86 613,04 £ 82 0,664
Perimetro da JNM (um) 356,80 £ 86 340,62 £ 82 0,397
Diametro méaximo da JNM (um) 1371,53 £ 13 1143,46 + 12 *0,014
AST das fibras musculares (um?) 425.2 +27 292.7+27 **0.006
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Tabela suplementar 1. Perda dos animais durante os experimentos

Perda dos animais durante os experimentos

Razoes da perda n: grupo Controle
Morte durante a cirurgia 0
Morte durante a evolugdo da OAJ 2

n: grupo OAJ
1
1
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Tabela suplementar 2 Sequéncia dos primers para qPCR.

Genes Sequéncia
HPRT Foward: CTCATGGACTGATTATGGACAGGA
Reverse: GCAGGTCAGCAAAGAACTTATAGC
GAPDH Foward: GATGCTGGTGCTGAGTATGTCG
Reverse: GTGGTGCAGGATGCATTGGTGA
BActina Foward: GTAACCCGTTGAACCCCATT
Reverse: CCAT-CCAATCGGTAGTAGCG
Pplb Foward: TGGCAAATGCTGGACCAAAC
Reverse: TGCCTTCTTTCACCTTCCCAA
Ppla Foward: TGGCAAA TGTGGACCAAAC
Reverse: TGCCTTCTTTCACCTTCCCAA
Atrogina-1 Foward: TACTAAGGAGC-GCCATGGATACT
Reverse: GTTGAATCTTCTGGATC-CAGGAT
MuRF-1 Foward: TGTCTGGAAGGTCGTTTCCG
Reverse: ATGCCGGTC-CATGCATCACTT
MuSK Foward: TAATGTGCAAAAGGAAGACG
Reverse: TTACAAAGGAACCAAAGGTG
Agrina Foward: CTGGGACGAGGACTCAGAAG
Reverse: AGGGACACTCTGGCAGCTAA
Rapsyn Foward: TCCATTGGGGAGAAGAACAG
Reverse: TTGTTTTGCAGGCATCTGAG
oAChR Foward: AGCCGTCA-TAGGTCCAAGTG
Reverse: TCCCTTCGATGAGCAGAACT
¢AChR Foward: CCGAGGTCTTCTCTCCACAG
Reverse: ACCACCAAGACGTCACCTTC
YAChR Foward: AACGCAAGCCCCTCTTCTAT

Reverse: GAGGATCGCAACTGAGGAGA




Tabela suplementar 3. Sistema de Graduac¢ao Histologico- Histoquimico de Mankin (Modificado)

Sistema de classificagio Mankin

Categoria Subcategoria Pontuacio
Estrutura Normal 0
Irregularidades na superficie 1
Fibrilagoes e irregularidades na superficie 2
Fissuras na camada superficial 3
Fissuras na camada média 4
Fissuras na camada profunda 5
Completa desorganizagdo 6
Células Normal 0
Hiperculularidade difusa 1
Clones 2
Hipocelularidade 3
Coloracio por Normal 0
Safranina Redugio leve 1
Redugdo moderada 2
Redugdo intensa 3
Corante ndo observado 4
Integridade da Intacta 0
tidemark Descontinua 1

Total 0-14
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Resumo

A fraqueza e atrofia muscular, comuns na osteoartrite do joelho (OAJ), podem acelerar a
destrui¢do da cartilagem e aumentar a incapacidade e a dor. No entanto, os mecanismos
de atrofia muscular envolvidos com a OAJ ndo sdo totalmente claros. Este estudo teve
como objetivo investigar as vias moleculares envolvidas na fibrose muscular, inflamacao
e atrofia muscular em modelo animal de OAJ induzida por transec¢cdo do ligamento
cruzado anterior (TLCA). Doze ratos Wistar machos foram randomizados em dois grupos
OAJ (cirurgia TLCA na pata traseira direita) e controle (sem interven¢do). Apds 59 dias,
os animais realizaram testes funcionais (limiar de resposta térmica, limiar de retirada da
pata e teste de marcha). No dia seguinte, os animais foram sacrificados e o musculo tibial
anterior (TA) foi dissecado e pesado. O TA foi utilizado para avaliagdo da area transversal
das fibras musculares (AST), porcentagem de tecido conjuntivo (fibrose), zimografia
(Metaloproteinase - MMP) e expressdo génica de TNF-a, IL-6, NF-kB, miostatina,
MuRF-1, atroginal, TWEAK e Fn14. O musculo TA do grupo OAJ mostrou uma redugao
na AST (26,2%) e aumentou a porcentagem de tecido conjuntivo sem diferenca na
zimografia. Houve uma regula¢do positiva de TNF-a, NF-kB, miostatina, MuRF-1,
atroginal, TWEAK e Fnl4. O limiar de resposta térmica e o limiar de retirada da pata
foram significativamente elevados no grupo OAJ em comparacdo ao controle. O teste da
marcha mostrou uma redugdo na area e largura da pata e um aumento no angulo da pata
no grupo OAJ em compara¢do ao controle. Concluimos que o aumento de fibrose
associada a atrofia muscular pode estar ligada a déficits funcionais. Também vimos que
o TWEAK pode ser um importante marcador para fibrose, atrofia e inflamagao na OAJ.
Portanto, nossos resultados sugerem que o musculo TA ¢ fortemente afetado em ratos
com OAJ e indica que esse musculo poderia ser mais investigado nessa doenga, devido a

sua importancia na biomecanica e reabilitagdo da marcha.

Palavras chave: Doenga musculoesquelética, fraqueza muscular, prejuizos funcionais,

dor, vias inflamatorias.
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2.1. Introducao

A osteoartrite de joelho (OAJ) é uma doenca comum, que afeta cerca de 250
milhdes de pessoas no mundo (1). Um de seus fatores de risco mais comum ¢ a lesdo do
ligamento cruzado anterior do joelho (LCA) (2). A transec¢do do LCA (TLCA) tem sido
usada, em modelo animal, por induzir alteragdes semelhantes a OAJ em humanos
(3,4,5,6). A TLCA induz alteracdes metabolicas nos condrocitos, respostas adaptativas
na articulagdo e ativag@o de citocinas inflamatorias, como o fator de necrose tumoral o
(TNF-a), fator nuclear kappa B (NF-kB) (5,7,8) e interleucinas (IL) 1b, 6, 10 e 17 (5).

Sabe-se que comprometimentos musculares associados a OAJ estdo intimamente
ligados a destrui¢do da cartilagem (10). H4 evidencias de que a fraqueza do musculo
quadriceps na OAJ pode acelerar o processo de destrui¢do da cartilagem articular (11),
modificar a biomecanica (12), aumentar a sobrecarga articular (11,13) e levar a perda de
funcdo (10,14). Um estudo recente (6) identificou que a atrofia no musculo quadriceps
em ratos com OAJ, induzida por TLCA estd associada a reducdo da area da juncdo
neuromuscular e a alteragdes na expressdo de genes (atrogina-1, MuRF-1, nAChR e
MuSK) e de proteinas musculares (MuRF-1) e da juncdo neuromuscular (NCAM).
Alteragdes similares foram observadas no musculo tibial anterior (TA), exceto a atrofia
das fibras musculares, mais acentuada no TA do que no quadriceps (6). Também foi
relatado um declinio da forga, taxa de relaxamento e expressdo de ATP no TA de
camundongos com OAJ induzida por TLCA (15). Apesar das alteragdes do TA associadas
a OAJ e de sua importancia na estabilidade do tornozelo e da marcha, ele ainda ¢ pouco
estudado nessa doenca.

Um dos principais mecanismos associados a atrofia muscular ¢ a fibrose (16). A
fibrose ¢ um aciimulo excessivo de componentes da matriz extracelular, principalmente
colageno, caracterizando aumento do tecido conjuntivo, que comumente reduz a fungio
muscular (17). Estudos recentes indicam que a fibrose e a atrofia muscular estdo
associadas ao fator de necrose tumoral ligado ao indutor de apoptose (TWEAK) e seu
receptor fator de crescimento de fibroblastos 14 (Fn-14) (18-20). Estudos prévios indicam
uma forte ligacdo do TWEAK/Fnl4 a doencas inflamatorias cronicas (21-23).
Recentemente, foi observado que a concentragio de TWEAK e MMP-1 no liquido
sinovial em humanos esta relativamente mais alto em estagios iniciais da OAJ e os niveis

diminuem com a progressao da doencga (24).
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O objetivo deste estudo foi avaliar a presengca de fibrose e os niveis de
TWEAK/Fn-14 no musculo TA de ratos com OAJ, induzida por TLCA. Foram analisadas
as possiveis correlagdes entre esses fatores com a inflamagdo e a atrofia muscular, bem
como a testes funcionais. A hipotese foi que os niveis de TWEAK/Fnl4 também estio

associados a atrofia e a inflamag@o muscular na OAJ.

2.2. Materiais e Métodos

Todos os procedimentos e experimentos foram realizados de acordo com o Guia
de cuidados e uso de animais de laboratério, e foi aprovado pelo comité de ética animal
(Protocolo numero 9197020816). Todos os procedimentos foram conduzidos por

profissionais cegados em relagdo a alocacdo dos grupos experimentais.

Desenho e periodo experimental

O tamanho da amostra foi determinado a priori com base em dados de um estudo
piloto, com a 4rea transversal das fibras musculares e a porcentagem de tecido conjuntivo
do musculo TA como desfechos primarios. Considerando um valor alfa de 0,05, poder
(1-B) = 95% (Software GPower 3.1), resultando em 5 animais por grupo. No caso de uma
possivel perda durante os procedimentos experimentais, 6 animais foram alocados para
cada grupo.

Doze ratos Wistar (dois meses de idade, peso médio de 208 + 6,6g) foram
distribuidos aleatoriamente em dois grupos (n = 6 por grupo): a) controle (sem cirurgia)
e b) OAJ (submetido a TLCA na pata traseira direita).

Os ratos foram alojados em gaiolas (dois animais por gaiola) em condi¢des livres
de patdgenos a 24 ° C £ 1 ° C sob um ciclo de luz reversa (12 h claro / 12 h escuro), com
livre acesso a comida e 4gua padrao. Todos os animais foram submetidos a testes in vivo
59 dias ap6s a TLCA e foram sacrificados no dia seguinte para coleta do musculo TA

(Figura 1).

OAJ induzida por TLCA

Resumidamente, os ratos foram anestesiados com uma injecao intraperitoneal (12
mg / kg de xilazina e 95 mg / kg de ketamina). Uma incisdo no lado medial do tendao
patelar proporcionou acesso ao espago articular. Posteriormente, a lesdo da capsula

articular e a TLCA foram realizados com tesoura oftalmologica. Em seguida, foi realizado
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o deslocamento da tibia em relagdo ao fémur (teste de gaveta anterior) para confirmar a
TLCA, método adaptado de Stoop et al., 2001. Ao retornar da anestesia os animais
voltaram para as gaiolas e paracetamol (13,5 mg / 100 ml) foi adicionado a 4gua como
analgesia pds-operatoria. Utilizamos apenas o grupo controle sem intervengao cirurgica,
porque estudos anteriores encontraram desgaste articular semelhante a OAJ nos grupos
SHAM (lesdo capsular sem TLCA) (25,26). Além disso, estudos recentes de nosso
laboratério mostraram importantes resultados comparando apenas o grupo controle com

o grupo OAJ (5,6,27).

Teste de marcha.

Apos pintar as patas traseiras dos ratos (tinta atdxica), eles foram liberados para
caminhar em uma pista (60cm comprimento x 7cm largura), coberta por um papel branco
que foi depois digitalizado em 300 dpi, atraidos por uma camara escura. Foram
consideradas as seguintes medidas: Area da pata (medida ao redor da pata -cm?); largura
da pata (distancia entre o primeiro € o quinto dedo — cm); passada (distdncia da mesma
pata traseira entre duas passadas — cm); base (distancia horizontal entre a pata esquerda e
direita — cm); comprimento da pata (distancia entre o terceiro dedo do pé e o calcanhar -
cm); angulo da pata (dngulo através das patas traseiras - ©). As medidas das patas foram
quantificadas pelo software ImageJ (versdo 1.43u, National Institutes of Health, EUA)
(6,28).

Limiar de retirada da pata

Para avaliar a hipernocicepcao articular (femorotibial) foi utilizado um medidor
eletronico de pressdo von Frey (Insight® EFF-301). Apos aclimatagdo (30 min), em
gaiolas acrilicas com piso de grade de arame (12 x 10 x 17 cm de altura), um avaliador
treinado aplicou pressdo perpendicular a superficie plantar da pata traseira direita. O
registro do limiar de pressdo suportado foi registrado automaticamente (g/F) quando os

animais retiravam, lambiam ou cogavam a pata (29,30).

Limiar de resposta térmica
Os ratos foram aclimatados (30 min) antes do teste. Em seguida, um animal de
cada vez foi colocado no equipamento (Hotplate, Insight®) a 55°C, por um periodo

maximo de 45 segundos ou até o periodo de laténcia para resposta dos membros
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posteriores (agitagdo, salto ou lambida). A tentativa foi gravada (por uma camera). Os

resultados foram expressos pelo tempo de resposta em segundos (27,28).

Coleta de amostras musculares

O musculo tibial anterior (TA) foi isolado, removido, pesado e dividido em duas
partes. O fragmento proximal foi imerso em isopentano (pré-resfriado em nitrogénio
liquido), armazenado a -80 ° C e usado para medir a AST das fibras musculares e a
porcentagem de tecido conjuntivo. O fragmento distal foi rapidamente congelado em
nitrogénio liquido, armazenado a -80°C e usado para medir o RNA mensageiro (mRNA)

e para analise de MMPs por zimografia.

Medidas histologicas

Cortes seriados histologicos foram obtidos do musculo TA em um microtomo
criostato (Leica, CM1860, Alemanha). As laminas foram montadas com cortes seriados
de 10 um. As laminas foram coradas com azul de toluidina para medir a AST das fibras
musculares e coradas com o kit tricromico de Masson para andlise do tecido conjuntivo
(HT15; Sigma — Aldrich, St. Louis, MO). As imagens foram examinadas sob um
microscopio Optico (Axiovision 3.0.6 SP4 - Carl Zeiss, Alemanha) e para andlise
morfométrica foi utilizado software Image J (versdo 1.43u, National Institutes of Health,
EUA). A AST foi obtida medindo 100 fibras localizadas na regido central da se¢do. A
quantifica¢do da porcentagem de tecido conjuntivo foi calculada dividindo-se o numero
total de pontos coincidentes nas interse¢des lineares no tecido conjuntivo (endomisio e
perimisio) pelo nimero total de pontos em uma grade com uma area total de 10.800 pm?
contendo 168 intersec¢des em linha reta. Os resultados foram expressos no nimero total

de fibras musculares e percentual de tecido conjuntivo (31).

Analysis of mRNA Expression by Real-Time PCR.

O RNA total foi extraido do musculo TA de amostras dos grupos controle e OAJ,
utilizando o reagente TRIzol (Life Technologies, EUA). Para quantificar o RNA foi
utilizado um espectrofémetro Bioresearch BioPhotometer (Eppendorf® Hamburg,
Alemanha). A pureza do RNA foi avaliada medindo a absorvéancia a 260/280 nm com
uma relacdo superior a 1,8. O RNA extraido foi tratado com DNase I (Sigma Aldrich,
AMPD1) para eliminar qualquer possivel contaminagdo com DNA gendmico das

amostras. Foi utilizado o kit de sintese de cDNA iScriptTM (Bio-Rad, CA) para
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transcricdo reversa, seguindo as recomendagdes do fabricante. Por fim, foi avaliado os
niveis de expressao de mRNAs por PCR em tempo real (QPCR - CFX 96 TouchTM,
versao 3.0, Bio-Rad, CA). Os primers foram projetados pelo software Primer Express®
(3.0.11 - Applied Biosystems, CA, EUA) seguindo sequéncias do GenBank
(www.pubmed.com) e sintetizado por Life Technologies (EUA) (Tabela Suplementar 1).
Os niveis de expressdao foram normalizados pela peptidilprolil isomerase A (PP1A), cuja
expressao foi constante entre todas as amostras. Foi utilizado o método comparativo de

avaliagdo relativa da expressdo 2AAC (T) (32).

Zimografia

Amostras de proteinas (80 pg) foram coletadas dos musculos TA para extragao de
proteinas. As proteinas foram extraidas seguindo protocolo prévio (6). Posteriormente foi
realizado eletroforese em duplicata. A analise de zimografia foi realizada de acordo com
a metodologia previa (33). A massa molecular dos géis foi determinada comparando com
a massa molecular da proteina de referéncia Kaleidoscope Prestained Standards (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA). Os dados foram expressos como concentragio MMP2. A
analise quantitativa de densitometria das bandas de proteinas nos géis de zimografia foi

realizada usando o software Image Lab ChemiDoc XRS (Bio-Rad, Hercules, CA).

Analise estatistica.

As variaveis continuas foram apresentadas como média + erro padrdo da média
(EPM). Como todas as varidveis tiveram distribui¢do normal (p> 0,05), de acordo com o
teste de Shapiro-Wilk, entdo foi realizado um teste t independente utilizando o software
SPSS (Statistical Package for the Social Sciences - versao 23.0 - SPSS Inc., EUA). As
figuras foram plotadas no software Prism8 (versdo 8.0 — GraphPad Prism, California,
EUA). Um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo. Para comparar
a correlacdo, foi utilizado o teste de correlagdo de Pearson, devido a distribuigdo dos
dados ser normal. O intervalo (positivo e negativo) adotado foi: <0,5 correlagdo
insignificante, 0,5 a 0,7 correlagdo moderada, 0,7 a 0,9 correlacdo forte e 0,9 a 1

correlagdao muito forte (34).

2.3. Resultados
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Para todas as andlises foram utilizados 6 animais por grupo. Nao houve perda de

animais durante os procedimentos.

Teste de marcha

O grupo OAJ diminuiu a area da pata (5,98 £ 0,74 OAJ vs 4,83 = 0,76 controle; p
=0,02) e a largura da pata (2,09 £ 0,17 OAJ vs 1,92 + 0,30 controle; p = 0,01). Houve
um aumento no angulo da pata (12,17 £ 3,45 OAJ vs 28,26 + 5,86 controle; p = 0,001)
no grupo OAJ em comparagdo ao controle (Figura 2). Nao foram encontradas diferengas

nas demais variaveis.

Limiar de nocicepc¢io da pata e limiar de resposta térmica

Encontramos uma diminui¢ao do limiar nociceptivo no grupo OAJ em relagao ao
controle (3,19 £ 0,36 OAJ vs 1,58 £ 0,08 controle; p = 0,001), houve também uma
diminui¢ao no limiar térmico no grupo OAJ em rela¢dao ao grupo controle (60,71 + 10,90

OAJ vs 12,21 £ 0,35 controle; p = 0,001; Figura 3).

Area de secciio transversal e porcentagem de tecido conjuntivo

O grupo OAJ apresentou atrofia de 26,26% na area de seccdo transversal (AST)
das fibras musculares do TA comparado ao grupo controle (307,2 + 13,91 vs 416,6 +
13,56. respectivamente, p = 0,001; Tabela 1). O musculo TA do grupo OAJ também
apresentou um aumento na porcentagem de tecido conjuntivo em comparagio ao grupo

controle (16,92 +2,43% vs 5,33 £ 1,69%, respectivamente, p = 0,002; Tabela 1).

Expressiao génica (QPCR)

Houve aumento da expressdo génica de atroginal (p=0,006; aumento de cerca de
16 vezes), MuRF-1 (p=0,005; aumento aproximado de 7 vezes), miostatina (p=0,002;
aumentou cerca de 17 vezes), TNF-a (p=0,02), NF-kb (p=0,004; aumentou cerca de 10
vezes), TWEAK (p = 0,001; aumentou aproximadamente 10 vezes) e Fnl4 (p = 0,03;
aumentou aproximadamente 8 vezes) no tibial anterior do grupo OAJ em comparacao ao

controle (Figura 4). Nao houve diferenca entre os grupos para IL-6 (p = 0,12) (Figura 4).

Zimografia
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A atividade de MMP-2 (72KDa) foi detectada nos dois grupos. No entanto,
nenhuma diferenca foi encontrada entre os grupos (OAJ: 554,17 + 84,71 vs controle:

572,35 + 61,80, p = 0,92). A atividade da MMP-9 nao foi detectada nos dois grupos.

Correlacao de Pearson

A AST das fibras musculares mostrou correlagdo negativa moderada a forte com
a porcentagem de tecido conjuntivo (r=-0,620), MuRF-1 (r=-0,665), atroginal (r=-0,806),
miostatina (r=-0,707), TWEAK (r=-0,823) e¢ Fnl4 (r=-0,666). Houve uma correlagao
positiva moderada a forte entre a porcentagem de tecido conjuntivo com TWEAK
(r=0,598) e Fnl4 (r=0,793; Tabela 2).

Além disso, foram observadas correlagdes positivas fortes ou muito fortes entre
NF-«B e TNFa (r=0,810), miostatina (r=0,938) e TWEAK (r=0,851). TWEAK mostrou
fortes correlagdes positivas com TNFa (r=0,848), MuRF-1 (r=0,708), miostatina
(r=0,883) e Fn14 (r=0,820; Tabela 2).

Encontramos correlagdo moderada entre a area da pata vs AST (r=0,637), angulo
da pata vs AST (r=0,611), area da pata vs TWEAK (r=-0,610) e 4rea da pata vs Fn14 (r=-
0,828; Tabela 2).

Houve correlagdes moderadas a fortes do limiar térmico e do limiar de retirada da

pata com todas as variaveis (Tabela 2).

2.4. Discussao

Os achados deste estudo sugerem uma relagdo entre atrofia, porcentagem de
tecido conjuntivo e expressdo génica de citocinas inflamatorias (TNFa, NF-kB e
TWEAK). Sabe-se que na OAJ ha aumento de citocinas, como o TNFa e NFkB, no
liquido sinovial (5,8,35). Também foi demonstrado um aumento de citocinas
inflamatoérias associadas a atrofia muscular em animais (36) e diminuigdo da forga em
humanos (8,37,38).

Foi relatado que um aumento no TNFa plasmatico pode levar a degradacao de
proteinas corporais (39). O TNF tem importante papel na atrofia muscular, quando ligado
ao NF-kB, que ativa a via ubiquitina do proteassoma, aumentando a expressao de MuRF-
1 e atroginal (40). Além disso, sabe-se que os macrofagos secretam IL1b, o que induz

uma falha na transmissao sinaptica e pode levar a atrofia muscular (41). Assim, o aumento
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de citocinas pro-inflamatorias podem regular a atrofia e levar a alteracdes
neuromusculares no TA em um modelo animal de OAJ.

Nossos resultados sugerem, pela primeira vez, que a via TWEAK/Fn14 também
estd associada a atrofia, aumento da porcentagem de tecido conjuntivo e inflamacao
muscular na OAJ. Estudos anteriores demonstraram que TWEAK/Fn14 podem levar a
atrofia (33,42) e parece envolvido com inflamagdo e erosdo dssea na artrite reumatoide e
na OAJ (43). Um estudo recente mostrou uma associacao entre os niveis de TWEAK ¢
MMP1 no liquido sinovial com a severidade da OAJ em humanos (24). Embora estudos
anteriores mostrem que TWEAK/Fn14 possam ser importantes marcadores em doengas
cronicas (22), tumores (44) e até atrofia (19,20), as vias do TWEAK/Fn14 na OAJ ainda
sdo pouco claras.

Embora o quadriceps seja alvo na OAJ (11,13,45). Nossos resultados sugerem que
musculos ndo ligados diretamente a articulagdo do joelho, como o TA, podem ser
fortemente acometidos por essa doenca. Previamente foram relatadas alteracdes
neuromusculares (redugdo forca, taxa de relaxamento e diminuicdo do ATP) no TA de
camundongos com OAJ (15). Recentemente um estudo em ratos com OAJ observou
reducdo do didmetro méximo de placas motoras e maior expressao do receptor nicotinico
de acetilcolina ¢ (enAChR) com grande atrofia no musculo TA (6). Esses resultados
indicam uma relacdo entre a atrofia do musculo TA na OAJ com fatores neuromusculares.

A perda de fungdo ¢ uma condicdo comum na OAJ que contribui para a
incapacidade (46). Da mesma forma, as mudangas no padrao de marcha observadas neste
estudo, corroborando com a hipotese que existem alteracdes no comportamento motor
envolvidas neste modelo de OAJ. Neste sentido, ja foi descrito que o mecanismo de
inibicdo muscular artrogénica sobre o quadriceps esta relacionado a fraqueza muscular
na OAJ (47-49). A disfunc¢do da alga motora gama (48) e atividade cortical anormal, com
maior recrutamento do cortex motor para tarefas basicas (50,51), sdo mecanismos neurais
que poderiam influenciar nos achados deste trabalho.

Também vimos que existe uma associacdo moderada entre area de impressao da
pata durante a marcha com atrofia do TA, sugerindo que a atrofia desse musculo pode
estar relacionada com as perdas funcionais, como observado em outros grupos
musculares de individuos com OAJ (52). Os resultados de correlagao entre as citocinas
inflamatorias e o limiar mecanico e de sensibilidade térmica fortalecem a hipotese de que
a presenga de fatores inflamatérios no musculo TA podem aumentar a sensibilidade distal

em animais com OAJ.
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Em conclusdo, o TWEAK pode ser um importante marcador para alteracdes
neuromusculares na OAJ, assim como observado em outras doengas cronicas. A maior
fibrose, atrofia muscular e inflamag¢do muscular pode potencialmente levar a prejuizos
funcionais. Nossos resultados mostraram que o musculo TA ¢ fortemente afetado em
ratos com OAJ, indicando que seria interessante esse musculo ser mais investigado nessa

doenga, devido a sua importancia na biomecanica e reabilitagdo da marcha.
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2.5. Figuras e Tabelas

Figura 1. Linha do tempo dos procedimentos: transec¢do do ligamento cruzado anterior (TLCA);

osteoartrite de joelho (OAJ); tibial anterior (TA).
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Figura 2. Teste de marcha do grupo controle e osteoartrite de joelho (OAJ), n=6/grupo. As imagens a
direita sdo representativas das impressoes das patas dos animais usadas para analise. *: p<0.05, **p<0.01.
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Figura 3. Teste de limiar de resposta térmica e teste de limiar de resposta mecanica nos grupos controle e
osteoartrite de joelho (OAJ), n=6/grupo. **: p<0.01.
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Figura 4. Expressdo génica de mRNA por PCR em tempo real no musculo tibial anterior (TA). Grupos
controle e osteoartrite de joelho (OAJ), n=6/grupo. Os resultados estdo expressos em unidades arbitrarias.

*: p<0.05, **: p<0.01.

47 *
34
N
Z 2
} N
1-
0 T
Controle OAJ
201
*k
154
1]
i
=z 109
5-
0 [ T 1
Controle OAJ
151
*k
g 101
-
= -
s 5
0 [ T |
Controle OAJ
151 *
E 101
=
0 [ T 1

Controle OAJ

4
34
©
2 2]
14
Controle OAJ
301 *k
E 20+
®
®
K]
= 101
0 L T
Controle OAJ
301 *k
« 201
£
o
8
< 10+
J—
0 T
Controle OAJ
151
*k
101
<
-
4
w
54
0 [ 1

Controle OAJ

60



Tabela 1. Dados dos animais e analises histologicas. Massa corporal final dos animais, massa do musculo,
area de secgdo transversal das fibras musculares e porcentagem de tecido conjuntivo do musculo tibial
anterior. *: p<0,05, **: p<0,01, grupos controle e osteoartrite de joelho (OAJ) respectivamente, AST: area
de secgdo transversal.

AST Tecido Zimografia
(um?) conjuntivo (%) (densidade)
Grupos
Controle 416,6.70 + 13,56 5,33+ 1,69 554,17 £ 84,71
OAJ **307,2 + 13,91 **16,92 +2,43 572,35+ 61,80
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Tabela 2. Correlacdo de Pearson.

Tecido Limiar ~Limiar Largura Areada Angulo

AST  conectivo MMP2  TNFa IL6 NF-«B  MuRF1 Atroginal Miostatina TWEAK  Fnl4 mecénico térmico dapata  pata da pata

AST 1

Tecido conectivo  -0,620* 1

MMP2 -0,092 -0,299 1

TNFa -0,544 0,270 -0,199 1

IL6 0,702* -0,465 0,005 -0,355 1

NF-xB -0,702* 0,351 -0,139  0,810**  -0,457 1

MURF1 -0,665% 0,521 -0,064  0,585* -0424 0,873%* 1

Atroginal -0,806*%* 0,388 0,005 0,618* -0,499 0,880%* 0,807** 1

Miostatina -0,707* 0478 -0,338  0,830** -0,480 0,938** 0,812**  0,816** 1

TWEAK -0,823%*  (,598* -0,112  0,848** -0,565 0,851** 0,708**  0,777**  (0,883%* 1
Fnl4 -0,666*  0,793**  -0,103 0,535 -0,471 0,547 0,605%* 0,433 0,617  0,820%* 1

Limiar mecanico  0,825** -0,779*%* 0,064 -0,677* 0,637* -0,709** -0,700%  -0,711*%* -0,764%* -0,910%* -0,844%** 1

Limiar térmico 0,642%  -0,639% 0,061 -0,726%* 0,265 -0,731** -0,706* -0,591*  -0,677* -0,781** -0,695*% 0,763** 1

Largura da pata 0,591 -0,004 -0,610% -0,483 0,257 -0,559 -0,473 -0,491 -0,358  -0,556  -0,401 0,475 0,563 1

Area da pata 0,637* -0,545 -0,190  -0,249 0,474 -0,404 -0,488 -0,312 -0,391  -0,610% -0,828** 0,568 0,482 0,525 1

Angulo da pata -0,611%* 0,409 0,480 0,131 -0,405 0,369 0,338 0,443 0,201 0,529 0,567 -0,594 -0,518 -0,672*% -0,686* 1

*: p<0.05, **p<0.01. AST: drea de secgdo transversal; TNF-o.: Tumor Necrosis Factor -Alpha; NF-kB: nuclear factor kB; MuRF-1: muscle ring finger — 1; TWEAK: tumor

necrosis factor—related weak inducer of apoptosis; Fn14: fibroblast growth factor-inducible 14.

62



Tabela suplementar 1. Sequéncia de primers para qPCR. IL-6: Interleucina 6; TNF-a: fator de necrose

tumoral o; NF-kB: fator nuclear kappa B; MuRF-1: muscle ring finger — I; TWEAK: fator de necrose

tumoral ligado ao indutor de apoptose; Fnl4: fator de crescimento de fibroblastos 14; PP1A: peptidilprolil

1somerase A.

IL-6
TNF-a
NF-xB
Miostatina
Atrogina-1
MuRF-1
TWEAK
Fn-14

PPIA

Foward: AGAGGAGACTTCACAGAGGA
Reverse: CCAGTTTGGTAGCATCCATC
Foward: CCTCCCTCT CATCAGTTCTA
Reverse: CAGAGAGGAGGT TGACTTTC
Forward: CATTGAGGTGTATTTCACGG
Reverse: GGCAAGTGGCCATTGTGTTC
Foward: CTACCACGGAAACAATCATTACCA
Reverse: AGCAACATTTGGGCTTTCCAT
Foward: TACTAAGGAGCGCCATGGATACT
Reverse: GTTGAATCTTCTGGATCCAGGAT
Foward: TGTCTGGAAGGTCGTTTCCG
Reverse: ATGCCGGTCCATGCATCACTT
Foward: GCTACGACCGCCAGATTGGG
Reverse: GCCAGCACACCGTTCACCAG
Foward: AAGTGCATGGACTGCGCTTCTT
Reverse: GGAAACTAGAAACCAGCGCCAA
Foward: TGGCAAATGCTGGACCAAAC
Reverse: TGCCTTCTTTCACCTTCCCAA
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: Thiago Mattar Cunha®, Fernando Queir6z Cunha? & Tania Fatima Salvinit

Knee osteoarthritis (KOA) is associated with muscle weakness, but it is unclear which structures are
involved in the muscle changes. This study assessed morphological alterations and the expression of

: genes and proteins linked to muscular atrophy and neuromuscular junctions (NMJs) in KOA, induced by

: anterior cruciate ligament transection (ACLT) in rats. Two groups of rats were assessed: control (without

. intervention) and KOA (ACLT surgery in the right knee). After 8 weeks, quadriceps, tibialis anterior (TA)

. and gastrocnemius muscles were analyzed (area of muscle fibers, NMJ, gene and protein expression).
KOA group showed atrophy in quadriceps (15.7%) and TA (33%), with an increase in atrogin-1 and

: muscle RING-finger protein-1 (MuRF-1). KOA group showed quadriceps NMJ remodeling (reduction area

: and perimeter) and decrease in NMJ diameter in TA muscle. The expression of nicotinic acetylcholine

. receptor (NAChR) y-nAChR increased and that of a-nAChR and muscle specific tyrosine kinase (MuSK)

: declined in the quadriceps, with a decrease in e-nAChR in TA. MURF-1 protein expression increased

: in quadriceps and TA, with no changes in neural cell adhesion molecule (NCAM). In conclusion, ACLT-
induced KOA promotes NMJ remodeling and atrophy in quadriceps and TA muscles, associated with
inflammatory signs and changes in muscle gene and protein expression.

. Knee osteoarthritis (KOA) is a common disease that affects more than 250 million people worldwide'. It is a chronic,
. degenerative, inflammatory disorder? that damages cartilage, narrows the intra-articular space and forms osteo-
. phytes®. Individuals with KOA exhibit pain, swelling, joint stiffness and loss of function®, with a decline in quality of
: life and functional capacity®. Anterior cruciate ligament transection (ACLT) in rats is considered a good model for
. studying KOA, since it promotes similar changes in human KOA®, such as deep erosion of joint cartilage and osteo-
. phyte formation’. Furthermore, studies have identified muscle fiber atrophy and increased atrogene expression, such
: asatrogina-1 and muscle RING-finger protein-1 (MuRF-1), in the quadriceps of rats, 15 days after ACLT®, while in
* rabbits, ACLT decreased knee extensor strength and reduced the electromyographic signal of quadriceps’.

: Muscle weakness is common in KOA and considered a risk factor for disease development and progression'®.
. The inflammatory characteristics of KOA lead to neural modifications such as pre-synaptic reflex inhibition,
. decreasing alpha motor neuron activation, causing atrophy and reducing muscle strength'’. One of the most
. affected muscles in KOA are the quadriceps'?, and their weakness accelerates cartilage destruction'® by promoting
. biomechanical changes in movement'* and raising joint overload'*!*.

: Changes in neuromuscular junctions (NMJs) may also be associated with muscle weakness in KOA, given that
. they are important for muscle function'®. Chemical synapses occur between the motor neuron and muscle fibers,
: mediated by acetylcholine. Changes in NMJs or nicotinic acetylcholine receptors (nAChR), linked to muscle
* contraction, are known to compromise strength, resulting in muscle weakness and atrophy'’. Despite the high
: incidence of KOA and associated muscle alterations, no studies to date have investigated possible NMJ changes in

* IPhysical Therapy Department, Federal University of Sdo Carlos, Sdo Carlos, SP, Brazil. 2Gerontology Department,
: Federal University of S3o Carlos, Sdo Carlos, SP, Brazil. *Pharmacology Department, University of Sdo Paulo, Ribeirdo
Preto, SP, Brazil. Correspondence and requests for materials should be addressed to T.F.S. (email: tania@ufscar.br)
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Figure 1. Experimental design. Representative figure of time and analyzes of the study. KOA =knee
osteoarthritis, ACLT = anterior cruciate ligament transection.

Quadriceps

NM]J Total area (um®) 560.70 £ 80 346.72£68 ##0.001
NMJ Perimeter (um) 315.10£23 263.45+21 #%0.002
NMJ Maximum diameter (pm) 1194.96 +15 1123.66 +13 0.410
Muscle fiber CSA (um?) 383.7+£22 319.4+12 *0.029
Tibialis anterior

NMJ Total area (um?) 634.88 £ 86 613.04£82 0.664
NMJ Perimeter (um) 356.80 £ 86 340.62 82 0.397
NMJ Maximum diameter (um) 1371.53+13 1143.46 12 *0.014
Muscle fiber CSA (um?) 4252427 292.7+27 40,006
Gastrocnemius

NMJ Total area (um?) 624.08 £17 617.27 £60 0.929
NMJ Perimeter (um) 130.81£11 131.85+11 0.877
NMJ Maximum diameter (um) 1145.31+80 1110.04 15 0.626
Muscle fiber CSA (um?) 4252425 430.0 452 0.935

Table 1. Morphometric analysis of neuromuscular junctions and cross-sectional area muscle fiber of

the quadriceps, tibialis anterior and gastrocnemius muscles. Abbreviations: KOA = Knee osteoarthritis,

NMJ = Neuromuscular junction, CSA = Cross-sectional area muscle fiber. Data are expressed as mean &= SEM.
#p < 0.05 and **p < 0.001, KOA group compared to controls.

KOA that could contribute to elucidating the mechanisms associated with muscle weakness and atrophy. As such,
the aim of this study was to assess the possible alterations in NMJs associated with muscle and functional changes
in rats with ACLT-induced KOA.

Results

Morphometric analysis. 60 days after ACLT (Fig. 1), the KOA group showed a decrease in the cross-sec-
tional area (CSA) of the quadriceps (control 383.7 &22.04 pum? vs KOA 319.4 £ 12.54 pm?% p =0.029) and TA
(control 425.2 +27.68 pum? vs KOA 292.7 +27.16 pm? p = 0.006; Table 1).

The NMJ of the quadriceps exhibited a decline in the area and perimeter (p=0.001) in the KOA group compared
to controls, while the TA only demonstrated a decline in the maximum NMJ diameter (p=0.014) in the KOA group
compared to controls. No changes in neuromuscular junctions were detected in the gastrocnemius muscle (Table 1).

In both the control and KOA groups, the NM]J showed fewer type pretzel branches, with normal morpholog-
ical characteristics. This means a normal number of junctional folds that ensure the localization of nAChRs and
the propagation of plaque potential to generate muscle contraction'®. However, in the quadriceps muscle, there
was a clear reduction in the spread of NMJs in the KOA group (Fig. 2B) compared to controls (Fig. 2A). The TA
muscle showed a decrease in the maximum diameter (Fig. 2D) of the NM]J.

Real-time (QPCR) PCR analysis of gene expression.  An increase in atrogin-1 (p =0.000) and MuRF-1
(p=0.011) expression was observed in the quadriceps of the KOA group compared to controls. Moreover,
a-nAChR (p=0.016) and muscle-specific tyrosine kinase (MusK) (p=0.031) expression declined and v-nAChR
(p=10.001) expression in the KOA group rose in relation to controls (Fig. 3). For the TA, there was an increase
in atrogin-1 (p=0.013) and MuRF-1 (p =0.001) expression, and a decline in e-nAChR (p =0.046) in the KOA
group compared to controls (Fig. 3).

Protein expressions by western blot analysis.  An increase in MuRF-1 protein was found in KOA quadri-
ceps (control 0.94.2+0.16 vs KOA 1.56 +0.18; p=0.03) and TA (control 0.75+0.12 vs KOA 1.1240.10; p=0.04)
muscles compared to controls (Fig. 4). No difference was found in neural cell adhesion molecule (NCAM) protein in
KOA quadriceps (control 1.15+0.14 vs KOA 1.0140.10; p=0.47) and TA (control 0.82 +0.10 vs KOA 0.97 £0.07
p=0.28) muscles compared to controls (Fig. 4). The complete blots are described in Supplementary Figure 2.
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Figure 2. Morphology of neuromuscular junctions (Nonspecific Esterase Technique). Control group:

quadriceps (A) and TA (C); KOA group: quadriceps (B) and TA (D). Abbreviations: KOA = Knee osteoarthritis
group. Scale bar: 10 um, 40X magnification.

Gaittest. KOA reduced paw area (p=0.000) and width (p=0.023), with a decline in stride length (p=0.016)
compared to the control group (Fig. 5 and Supplementary Table 2).

Inflammatory signs. Joint swelling rose in the KOA group in relation to controls (11.1+0.21 mm vs
10.0 +0.12 mm, respectively; p = 0.005; Fig. 6A). The KOA group showed an increase in the skin temperature of
the knee compared to controls (36.56 £ 0.07 °C vs 35.82 £ 0.14 °C, respectively; p=0.001), Fig. 6B. There was also
arise in leukocyte migration in the synovial fluid of the KOA group compared to controls (10.20 4 1.86 x 10*/i.a.
vs 0.0£0 x 10°/i.a., respectively; p = 0.002; Fig. 6C). The differential count revealed a higher concentration of
macrophages without synovial fluid compared to neutrophils and lymphocytes (Fig. 6D).

We found a decline in pain threshold in the Von Frey test in the KOA group compared to controls
(46.82 1 0.69 g/F vs 60.63 £ 2.25 g/F, respectively; p =0.0002), Fig. 6E. The KOA group showed a higher
Mankin histological score than that of controls (4.16 = 1.07 vs 0.66 £ 0.21, respectively; p=0.028; Fig. 6F and
Supplementary Table 3). Figure 6G,H show a difference in proteoglycan content, evidenced by dye intensity (red),
in addition to discontinuity on the joint surface in the KOA group.

Discussion

This study provided a novel contribution, showing changes in NMJs associated with quadriceps and TA muscle
atrophy in rats with KOA. The most significant NMJ changes (decreased area and perimeter) were observed in
the quadriceps, which exhibited 15.7% atrophy in muscle fibers. Although the TA demonstrated greater muscle
atrophy (33%), alterations in the NMJs were smaller than in the quadriceps and restricted to an increase in
diameter. Increased MuRF-1 expression'” and muscle autophagy®” have been suggested as possible mechanisms
associated with NM]J alterations. Our study also found an increase in MuRF-1 and atrogin-1 expression could
be associated with NMJ changes. It is known that MuRF-1 and atrogin-1 are the main signalers of muscle
atrophy in different experimental models®*>. We identified an increase in the protein expression of MuRF-1 in
the quadriceps and TA muscles, in line with increased genetic expression, indicating ACLT-induced atrophy
in the KOA model. In addition to being involved in muscle atrophy, recent studies suggest that MuRF-1 is an
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Figure 3. Gene expression analysis. mRNA expression in the quadriceps and TA muscles of control and KOA
groups, respectively: Atrogin-1 (A,B); MuRF-1 (C,D); a-nAChR; (E,F); e-nAChR; (G,H) v-nAChR; (L,J); MuSK
(K,L); Agrin (M,N). Abbreviations: KOA = Knee osteoarthritis. *p < 0.05; **p < 0.01, KOA group compared to
controls.

important mediator in regulating the amount of nAChRs in the NMJ'*?*, and may also be linked to NCAM, a
regulator of synaptic stability related to neurotransmission®***. However, the KOA group showed no changes
in the protein expression of NCAM, which may be more sensitive only in cases of muscle denervation®*?.
However, the increase in MURF-1 protein expression observed in this model may be related to both muscle
atrophy and NMJ changes.

Most studies with KOA focus on observing changes in quadriceps, since they are directly related to the knee
joint and exhibit muscle atrophy®*-*, reduced strength'**! and functional decline’**?. In addition to muscle atro-
phy, the quadriceps showed greater NMJ alterations. With respect to mRNA expression in the quadriceps, we
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Figure 4. Protein Expression: Protein Expression of MuRF-1 and NCAM in the quadriceps (A,C,E) and TA
(B,D,F) muscles. Abbreviations: KOA = Knee osteoarthritis group, QD = quadriceps muscle, TA = Tibialis
anterior muscle, *p < 0.05, KOA group compared to controls.

observed an increase in the gamma subunit of the acetylcholine receptor (y-nAChR), which is normally expressed
in the embryonic phase®, but also in muscle diseases such as denervation®. There was also a decline in alpha
subunit (c-nAChR) expression, responsible for acetylcholine flow into the postsynaptic membrane®, as well as
MuSK, a gene that initiates post-synaptic differentiation and plays an important clustering role and maintains
nAChR™. The results of the present study show intense remodeling in the NM]Js of quadriceps associated with
KOA. Muscle fiber atrophy and arthrogenic muscle inhibition, which decreases quadriceps activation by afferent
inhibition of the o motor neuron'"*’, may be important mechanisms associated with the NMJ changes identified
in this muscle. Another possible mechanism may be nerve terminal withdrawal, modulating the release of acetyl-
choline and leading to adaptation of the NMJs*>*. However, other studies are needed to assess the mechanisms
involved in NMJ remodeling observed in the present study.

The TA muscle is little researched in KOA. We found only one study that assessed the TA of mice 4 and 8 weeks after
KOA induction, exhibiting a decline in strength, 40% decrease in relaxation rate and less ATP expression, but with no
alterations in the cross-sectional area of muscle fibers®’. On the other hand, some studies on the TA of individuals with
KOA assess function*'*? and report a decline in eccentric strength in ankle dorsiflexors*. However, there is no clear evi-
dence about the TA atrophy mechanisms in individuals with KOA. We believe that the greater atrophy observed in our
study may be related to disuse, as described for quadriceps®!, due to muscle compensation'?, or because TA is a mon-
oarticular muscle that may be more affected by atrophy*. Given the significant atrophy and NM]J alterations observed
in the TA muscle, we believe that this muscle deserves to be more thoroughly studied in the KOA. Future studies on
TA adaptations in the KOA may provide new scientific evidence to clinical practice and rehabilitation of this muscle.

The absence of neuromuscular changes in the gastrocnemius muscle observed here indicates that the KOA
affects primarily the knee extensor muscles such as the quadriceps®'* and those that contribute to decelerate
movement during functional activities such as the TA muscle*>*. Our results corroborate this hypothesis.

Our findings showed impaired gait pattern in the KOA group, as observed in similar studies’”*. Recent stud-
ies have associated gait deficits with a decrease in the CSA of the gastrocnemius muscle of rats* and long extensor
of mouse fingers™. In addition, changes in gait were also associated with increased KOA pain in mice!. Changes
in the gait pattern of animals are similar to the functional changes observed in individuals with KOA®. Our
results show a correlation between altered gait patterns and the neuromuscular changes identified by atrophy and
fewer NMJs in the quadriceps and TA muscles of rats with KOA.

The paw withdrawal threshold declined in the KOA group. This result corroborates a recent study that found
reduced pain threshold associated with muscle weakness after ACLT®*. Another recent study showed the presence
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Figure 5. Gait test. Paw area (A): representation of the test in the control group (B) and KOA (C); Paw width
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of persistent mechanical hyperalgesia in a KOA model®’. Our results strengthen the evidence that pain is related
to the inflammatory and neuromuscular changes observed in the KOA.

We found an increase in leukocytes (73% macrophages) in the synovial fluid of the KOA group. Our results
corroborate earlier studies indicating that macrophages are the main component of synovial fluid cells in KOA,
contributing to the destruction of cartilage and osteophyte growth®>*. Recent studies have also classified the KOA
into subgroups related to macrophages®’. In addition to increased leukocytes in the synovial fluid, we observed
increases in other signs, thereby strengthening the role of inflammation in the pathogenesis of KOA, such as
greater knee surface temperature and swelling.
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Materials and Methods

All experiments and procedures were performed in accordance with the Guide for the Care and Use of Laboratory
Animals published by the U.S. National Institute of Health and approved by the Ethics Committee on the Use of
Animals of Sao Carlos Federal University (Protocol number 9197020816). Trained professionals blinded to the
identity of the experimental groups conducted all procedures.

Experimental design and period. Rats Wistar (two months old, average weight of 214.41 & 20 g) were
randomly distributed into two groups (n= 6 per group): a) control (without surgery) and b) KOA (submitted to
ACLT). Sample size was determined based on data from a pilot study, with muscle fiber cross-sectional area and
NM] area for quadriceps and TA muscles as the primary outcomes. Considering an alpha value of 0.05 and power
0f 95% (Software GPower 3.1), the sample size was calculated to be 5 animals per group. In the event of a possible
loss during the experimental procedures, 8 animals were allocated to each group. Two animals from each group
died during the experiments and the causes of death are described in Supplementary Table 1.

The rats were housed in cages (two animals per cage) in pathogen-free conditions at 24°C+1°C under a
reverse light cycle (12h light /12 h dark), with unrestricted access to standard rat chow and water. All animals
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underwent in-vivo tests one day before and 59 days after the ACLT and were euthanized the following day. The
experimental design and study period are described in Fig. 1.

ACLT-induced KOA. An adapted ACLT-induced KOA model was used. The rats were anesthetized with an
intraperitoneal injection (12 mg/kg xylazine and 95 mg/kg ketamine). The right knee was shaved and prepared
using an iodine solution. An incision on the medial side of the patellar tendon provided access to the joint space,
after which the patella was dislocated laterally with the leg in extension. Afterwards, the joint capsule injury and
ACLT were performed with ophthalmic scissors. Next, the anterior drawer test (free displacement of the tibia in
relation to the femur) was conducted to confirm the ACLT**. The animals were returned to their cages and par-
acetamol (13.5mg/100 mL) was added to the drinking water for the first 48 hours after surgery as postoperative
analgesia. We used only the control group without surgical intervention because previous reports found joint
wear similar to KOA in the sham groups (knee surgery without ACLT)**.

Muscle sample collection. The quadriceps, tibialis anterior (TA) and gastrocnemius muscles
were isolated, removed and weighed. Each muscle was divided into three parts. The proximal fragment
was immersed in Isopentane (pre-cooled in liquid nitrogen), stored at —80°C, and used to measure the
cross-sectional area (CSA) of the muscle fibers. The middle fragment was used for the nonspecific esterase
technique. The distal fragment was rapidly frozen in liquid nitrogen, stored at —80°C, and used to measure
mRNA and protein levels

Muscle Fiber CSA.  Histologic serial cross-sections were obtained from the quadriceps, TA and gastrocne-
mius muscles in a cryostat microtome (Leica, CM1860, Germany). A histologic cross-section (10 um) stained
with toluidine blue was selected to measure the CSA under a light microscope (Axiovision 3.0.6 SP4 - Carl Zeiss,
Germany) using morphometric analysis (Image J software, version 1.43u, National Institutes of Health, USA).
The CSA of each muscle was obtained by measuring 100 fibers located in the central region of the section. The
percentage atrophy index was calculated by the difference in the proportion between the cross-sectional area of
muscle fibers from the control group and the cross-sectional area of the KOA muscle fibers. The atrophy index
was calculated by the weight of each muscle (g) and normalized using body mass (BM; g) to obtain the MM/BM
ratio of the control and KOA groups®.

NMJ analysis - nonspecific esterase technique. The surface portions of the quadriceps, TA and gas-
trocnemius muscles were trimmed to the motor end-plate portion (containing the motor point), which was cut
lengthwise into three or four slices. The resulting material was subjected to the nonspecific esterase technique®
to characterize the NMJ.

Morphometric analysis. Maximum diameter, total area and perimeter were measured on 30 junctions with
alight microscope (Axiovision 3.0.6 SP4 - Carl Zeiss, Germany). Two experienced blinded observers analyzed the
images with Image J software (version 1.43u, National Institutes of Health, USA)®"2,

Analysis of mRNA Expression by Real-Time PCR. Total RNA was extracted from quadriceps
and TA muscle samples in the control and KOA groups for mRNA analysis using TRIzol Reagent (Life
Technologies, USA), according to the manufacturer’s recommendations. The RNA was quantified using a
Bioresearch BioPhotometer spectrophometer (Eppendorf® Hamburg, Germany), which also determined
RNA purity by measuring absorbance at 260 nm (RNA quantity) and 280 nm (protein quantity). Only
samples with 260/280 ratios > 1.8 were used. RNA integrity was evaluated by ethidium bromide staining
(Invitrogen) based on 28s and 18s ribosomal RNAs. Extracted RNA was treated with DNase I, Amplification
Grade (Sigma Aldrich, AMPDI1) to eliminate any possible contamination with genomic DNA from the
samples. mRNA reverse transcription was performed using the iScript™ c¢DNA Synthesis Kit (Bio-Rad,
CA), following the manufacturer’s guidelines. The expression levels of mRNAs were assessed by quanti-
tative real-time PCR (qPCR) using the CFX 96 Touch™ Real Time PCR Detection System, version 3.0
(Bio-Rad, CA). The cDNA samples corresponding to the mRNA of the genes analyzed were amplified by
SsoFast™ EvaGreen® Supermix (Bio-Rad, CA) and primers were designed using Primer Express® 3.0.11
software (Applied Biosystems, CA, USA) from sequences published in GenBank (www.pubmed.com) and
synthesized by Life Technologies (USA) (Supplementary Table 5). The expression levels were normalized by
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), peptidylprolyl isomerase A (PPLA), peptidylprolyl
isomerase B (PPLB), beta cytoskeletal actin (ACTB) and hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
(HPRT), whose expression was constant among all samples. Relative quantification of gene expression was
performed using the comparative 224C(T) method®.

Protein expressions by western blot analysis. Protein samples (containing 80 g of protein) were col-
lected from the quadriceps and TA muscles. These were separated on SDS/PAGE gels (12% wt/vol) and trans-
ferred to a nitrocellulose membrane. The membranes were incubated with antibodies against MuRF-1 (IgG,
polyclonal, 1:500, 40Kda, Gene-Tex, USA) NCAM (IgG, polyclonal, 1:1000, 200Kda, Merck, USA) and nor-
malized using o-Tubulin (IgG, monoclonal, 1:1000, 50Kda, Sigma, USA). The blots were visualized in an ECL
solution (Amersham Pharmacia Biotech, Little Chalfont, UK) and exposed in a ChemiDoc MP Imaging System
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, California, USA)®*%,

Gaittest. The hind paws of the rats were brushed with ink. Next, the animals were allowed to run on a 60
cm-long, 7 cm-wide track covered with white paper. A dark chamber was placed at the end of the track to entice
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the rats. Upon completion of the test, the paper was scanned at 300 dpi*’. The measurement around the paw was
defined as paw area (cm?), the distance between the first and fifth toes as paw width (cm), the distance of the
same hind paw between two steps as stride length (cm), the horizontal distance between the left and right paw as
the base (cm), the distance between the third toe and the heel as paw length (cm), and the paw angle as the angle
through the hind legs (°). The measures of footsteps were quantified by Image]J software (version 1.43u, National
Institutes of Health, USA).

Joint swelling (edema).  Three measures of knee joint thickness were taken under anesthesia (0,: 2.0 L/m,
2% isoflurane), using an electronic digital caliper (Mitutoyo Absolute Digimatic 150 mm, Japan). The results were
expressed in mm®.

Knee skin temperature. The animals were acclimated in a dark room (15 min; 24°C & 1). Thermography
was used to quantify the skin temperature of the knee in both KOA and control groups using an infrared thermal
camera (FLIR Systems® T420, USA), placed on a tripod 50 cm from the animal’s knee. The images were analyzed
in Flir Tools software, and the results expressed in (°C).

Ex-vivo leukocyte migration. Leukocyte migration was determined by synovial fluid, as previously
described®®®”. The joint cavities were washed twice with 5pL phosphate-buffered saline (PBS) solution con-
taining 1 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and then diluted to a final volume of 50 L with PBS/
EDTA to evaluate leukocyte migration at the indicated time. The total number of leukocytes was counted in a
Neubauer chamber diluted in Turk’s solution. The results were expressed as the number of leukocytes per joint
cavity. Differential cell counts were determined in cytocentrifuge Rosenfeld-stained slices (Cytospin 4; Shandon,
Pittsburgh, PA, USA). Differential cell counts were performed with a light microscope, and the results were
expressed as the number (mean == SEM) of leukocytes per joint cavity. For this analysis we used only 4 animals
from the KOA group®®.

Paw withdrawal threshold. The articular hypernociception of the femur-tibial joint was evaluated using
an Electronic Von Frey meter (Insight® EFF-301). The animals were acclimated (30 min) in acrylic cages with a
wire grid floor (12 x 10 x 17 cm high). A trained investigator (blind to group allocation) applied perpendicular
pressure to the plantar surface of the hind paw. When the paw was withdrawn, the intensity of the force applied
was automatically recorded. The mechanical threshold results are expressed in grams (g/F)*>.

Histological assessment of the knee joint. A standard histological protocol was used. Briefly, the knees
were fixed (4% formaldehyde for 2 days) and decalcified (10% EDTA). The samples were embedded in paraffin
blocks and histological sections were obtained (10 jum) using a microtome (Leica RM-2245, Germany). Samples
were stained with hematoxylin and eosin (HE-Merck, Darmstadt, Germany) and 0.1% Safranin-O (Merck,
Darmstadt, Germany)®*®, and examined under a light microscope (x100; Axiovision 3.0.6 SP4 - Carl Zeiss,
Germany). Two experienced blinded observers evaluated cartilage damage using the Modified Mankin Score”,
Supplementary Table 4.

Statistical analysis. Continuous variables were presented as mean = standard error of the mean (SEM).
Since all variables were normally distributed (p >0.05), according to the Shapiro-Wilk test, an independent
t-test was performed. Statistical analyses were performed with SPSS, version 23.0 (SPSS Inc., Chicago, USA).
The figures were plotted in GraphPad Prism software, version 5.0. A p-value < 0.05 was considered statistically
significant.

Conclusion
ACLT-induced KOA in rats promotes NMJ remodeling and atrophy in quadriceps and TA muscles, associated
with inflammatory signs and alterations in gait and muscle gene and protein expression.

Data Availability
The datasets generated and/or analyses conducted during the study are available from the corresponding author.
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