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Resumo

A Osteoartrite (OA) é uma doenca articular crénica degenerativa, caracterizada pela perda da
funcdo e incapacitacdo, interferindo na qualidade de vida. Em humanos, a inexisténcia de
métodos objetivos e confiaveis para avaliar a evolucdo da OA limita o seu estudo clinico.
Assim, modelos animais sdo amplamente utilizados na tentativa de se compreender 0s
aspectos fisiopatoldgicos da doenca e investigar novas terapias. Considerado como um dos
modelos experimentais de OA mais utilizado, o de instabilidade mecanica induzida por
cirurgia reproduz experimentalmente o trauma cronico observado na OA humana. Utilizando
os modelos cirdrgicos de meniscectomia (retirada do menisco) e desestabilizacdo do menisco
(corte do menisco) objetivou-se avaliar a diferenca do desenvolvimento da OA nesses
modelos experimentais e sua resposta a diferentes drogas anti-inflamatérias. Camundongos
Swiss foram submetidos a cirurgia e sacrificados apos 7 semanas, com avalia¢do diaria da dor
articular (hipernocicepcdo). Apo6s o sacrificio, o lavado articular foi coletado e o sobrenadante
armazenado para a dosagem de citocinas e o0xido nitrico (NO). Avaliacdo histopatol6gica das
articulacbes foi feita segundo os escores Osteoartrite Research Society International
(OARSI).Grupos falso-operados (Sham) foram utilizados para comparacdo. Grupo de animais
meniscotomizados receberam morfina (2 mg/kg; i.p.), naloxona (1 mg/kg; i.p.), indometacina
(2 mg/kg; s.c.), 1400W (0,5 mg/kg; s.c.), HOE-140 (1 mg/kg; s.c.) ou anti-TNF (25-50 pL)
intra-articular . A hipernocicepcao foi registrada 1 e 3 horas ap6s a administracdo das drogas.
Grupo ndo tratado recebeu apenas veiculo. Os dados foram expressos como média + e.p.m,
seguidos por ANOVA e teste de Tukey. Os escores histopatoldgicos foram expressos como
mediana, seguidos por teste de Kruskal-Wallis. O nivel de significancia foi de P<0,05. Na
meniscectomia e meniscotomia, a hiperalgesia articular aumentou significativamente nos 16
dias ap6s o procedimento cirdrgico, comparada ao grupo sham (animais falso-operados). Essa
hiperalgesia persistiu no grupo meniscotomia até o 49° dia de observacao (P<0,05). O influxo
celular foi maior e as lesbes articulares foram mais graves, particularmente na porgéo tibial,
no grupo meniscotomia (P<0,05). Indometacina, 1400W, HOE e morfina reduziram
significativamente a hipernocicepgdo, com reversdo do efeito da morfina pelo naloxona. O
efeito analgésico de anti-TNF persistiu por 7 dias ap6s a administracdo. Os niveis de IL-1,
TNF-a, IFN-y e NO foram indetectaveis. A meniscotomia ¢ um modelo mais grave de OA,
envolvendo a participacdo de cicloxigenase, 6xido nitrico sintase indutivel, bradicinina,
opioides e TNF,.

Palavras chave: Osteoartrite, meniscectomia, meniscotomia, hipernocicepgéo,
camundongos



Abstract

Osteoarthritis (OA) is a chronic degenerative joint disease characterized by loss of joint of
function and disability, reduced with the quality of life. In humans, the lack of reliable and
objective methods to evaluate the progression of OA limits their clinical study. Thus, animals
are commonly used as model in an attempt to understand the pathophysiology of the disease
and investigate new therapies. Considered one of the most experimental models of OA used,
the mechanical instability of surgically induced experimentally reproduce the chronic trauma
observed in human OA. Using models of surgical meniscectomy (meniscus removal) and
destabilization of the medial meniscus (DMM) aimed to evaluate the difference in the
development of OA in these experimental models and their response to different anti-
inflammatory drugs. Swiss mice underwent surgery and the animals were sacrificed after 7
weeks, with daily assessment of joint pain (hypernociception). After sacrifice, the intra-
articular lavage was colleted. The supernatant stored for evaluate cytokine-induced nitric
oxide (NO). Histopathologic evaluation of the joints was performed according to the OARSI
scores. Groups false-operated (Sham) were used for comparison. Meniscotomizados groups of
animals receiving morphine (2 mg/kg, ip), naloxone (1 mg/kg, ip), indomethacin (2 mg/kg,
sc), 1400W (0.5 mg/kg, sc), HOE-140 (1 mg/kg, sc) or anti-TNF (25-50 pl) intraarticular. The
hypernociception was recorded first and third hours after drug administration. Untreated
group received vehicle only. Data were expressed as mean £ SEM, and ANOVA followed by
Tukey test. The histopathological scores were expressed as median followed by Kruskal-
Wallis. Statistical significance was set at P <0.05. In destabilization of the medial meniscus
and meniscectomy, articular hyperalgesia increased significantly in the 16 days after surgery,
compared to the sham group (false-operated animals). This hyperalgesia persisted in group
destabilization of the medial meniscus until the 49th day of observation (P <0.05). The
cellular influx was higher and articular lesions were more severe, particularly in tibial portion,
destabilization of the medial meniscus group (P <0.05). Indomethacin, 1400W, HOE and
morphine significantly reduced hypernociception, with reversal of the effect of morphine by
naloxone. The analgesic effect of anti-TNF persisted for 7 days after administration. The
levels of IL-1, TNF-o, IFN-y and NO were undetectable. The destabilization of the medial
meniscus is a more severe OA, involving the participation of cyclooxygenase, inducible nitric
oxide synthase, bradykinin, opioids and TNF.

Keywords: Osteoarthritis, meniscectomy, destabilization of the medial meniscus
hypernociception, mice
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1. Introducéo

1.1. Menisco

Os meniscos sdo estruturas fibrocartilaginosas, localizadas entre a superficie articular
do fémur e tibia, nos compartimentos medial e lateral do joelho, desempenhando papéis
importantes na transmissao de carga, absorcdo de choques e manutencdo da estabilidade
articular (KOHN & MORENO, 1995; WOJTYS & CHAN, 2005). Ao contrario da cartilagem
articular, que contém principalmente colageno tipo Il e muitos proteoglicanos, 98% da matriz
meniscal contém colageno tipo | e menos de 1% de proteoglicanos (MARTIN, 2008).

Os meniscos medial e lateral tém aparéncia de cunha e aspecto semilunar, porém o
lateral exibe uma maior variedade de tamanho, forma, espessura e mobilidade (GREIS et al.,
2002).

Ligamento Cruzado

Posterior

Ligamento colateral jl7 ko~

Medial / Ligamento colateral lateral
Menisco medial
Menisco lateral

Ligamento transverso
Tibia Fibula

Figura 1. Meniscos e ligamentos da articulagio do joelho. Visao anterior do joelho
mostra 0os meniscos medial e lateral entre as superficies articulares femoral e tibial, incluindo
os ligamentos que colaboram na estabilizagdo do joelho. (Modificado de ELEFTHERIOS et
al., 2011).



14

O menisco é altamente hidratado composto por aproximadamente 72% de agua e 28%
de matriz extracelular e células (HERWING, 1984). Em geral, o colageno constitui a maioria
da matéria organica, seguido por acido desoxiribonuleico (DNA) e glicosaminoglicanos,
particularmente condroitin-6-sulfato, condroitin-4-sulfato, dermatan-sulfato e queratina,
glicoproteinas de adesdo e elastina (McDEVITT & WEBBER,1992; SWEIGART &
ATHANASIOU, 2001). Sua vascularizacdo diminui com a idade, com uma reducéo de 10-
25% na fase adulta.(CLARK & OGDEN, 1983; SCOTT et al., 1997).

Quanto a injuria meniscal, essa pode ocorrer em pessoas com idade inferior a 40 anos,
desencadeada por fatores como trauma, ou pessoas mais velhas, particularmente acima de 65
anos, promovida por degeneracdo (BAKER & YOUNG, 2011). Com o decorrer da idade, 0s
meniscos se tornam mais propensos ao rompimento e degeneracdo, perdem a elasticidade e
sdo mais facilmente agredidos (BETHAN et al,2012; IAN MCDERMOTT, 2011). O
rompimento pode causar dor e inchago, levando a incapacitacdo articular (ENGLUD et al.,
2008).

A prevaléncia das lesGes meniscais em pacientes com achados clinicos e radiogréaficos
de osteoartrite (OA) € de 68 a 90% (ENGLUND et al., 2008; BHATTACHARYYA et
al.,2003). Nos Estados Unidos, as lesdes do menisco representam a maioria das lesbes no
joelho e sdo as mais frequentes causas de procedimentos cirurgicos realizados por cirurgides
ortopédicos. Em 80% dos casos de lesdes traumaticas em jovens pela pratica de esportes,
ocorre o rompimento do ligamento cruzado anterior (SALATA et al., 2010; RUBMAN et al.,
1998; STONE et al., 1990).

As lesbes dos meniscos, independente do tipo de lesdo, tempo de duragéo, atividade
fisica e idade dos pacientes, sdo tratadas pela retirada total ou parcial do menisco
(BRONSTEIN,2002; CARDOSO0,2002). Vaérias abordagens para reparar ou substituir o
menisco tem sido testadas, porém com sucesso limitado. Por varios anos, a meniscectomia
(retirada do menisco) total ou parcial foi um procedimento muito comum para alivio imediato
dos sintomas. Entretanto, inmeros estudos mostraram uma associagao entre meniscectomia e
aumento da frequéncia de OA radiogréfica e redugdo na funcdo do joelho (BETHAN et al.,
2012; GEAR, 1967; JORGENSEN et al., 1987). A meniscectomia total ou parcial no joelho
humano, a médio e longo prazo, apresenta importantes efeitos deletérios sobre a articulacao,
especialmente no que diz respeito a distribuicdo de forgas na superficie articular. A area de
contato articular apds a retirada desse menisco diminui em até 50%, produzindo aumento de

até 350% da concentracao das forgas de contato nessa area. Esse fato acelera a degradacéo da
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cartilagem articular, resultando em osteortrite precoce, principalmente ocasionada pelas
lesbes dos meniscos mediais (FELIX & PAULQOS,2003; BOSS et al., 2000; WIRTH et al.,
2002; KLIMKIEWICZ &, SHARFFER, 2002; JOHN, 2004).

Estudos relatam piores resultados apds meniscectomia lateral, uma vez que 0 menisco
lateral transporta cargas mais pesadas. As geometrias do compartimento medial e lateral
tibiais diferem significativamente. O platd tibial medial é ligeiramente concavo, dando um
grau de congruéncia natural entre essa superficie e o condilo femoral medial convexo.
Entretanto, o plato tibial lateral € convexo. Na auséncia do menisco lateral, essa convexidade
agindo contra a convexidade do condilo femoral lateral aumenta significativamente a pressao
de contato. Assim, as consequéncias da meniscectomia lateral séo significativamente maiores
do que a da medial ( McDERMOTT, 2006).

Na impossibilidade de reparar o menisco lesado e/ou quando se impde a necessidade
de sua remocdo, surgem como opcles o transplante de menisco e a utilizacdo de proéteses
meniscais, ainda em fase de experimentacdo (MORA & ALVAREZ, 2003; VAN ARKEL &
BOER,1995). Ha 20 anos, realizou-se o primeiro transplante de meniscos em humanos. Ao
longo desse periodo, cerca de 4.500 cirurgias ja foram relatadas em todo o mundo, mostrando
ser um procedimento potencialmente eficaz na prevencdo da osteoartrite apds meniscectomia
(BRONSTEIN,2002; WIRTH et al.,2002; KLIMKIEWICZ & SHAFFER, 2002; PETERS &
WIRTH, 2003; McDERMOT,2006). Uma revisao de literatura mostrou indices de 86% a 91%
de resultados satisfatorios, em pacientes submetidos a transplante meniscal, apods
meniscectomia (ELLINGSON & SEKIJA, 2004), Entretanto, estudos sdo ainda necessarios

considerando-se as caracteristicas bioldgicas, estruturais e funcionais do menisco nativo.
1.2. Osteoartrite (OA)

A OA ¢é uma doenca articular cronica degenerativa, muito comum em pessoas idosas,
decorrente do uso e desgaste da articulagdo, embora possa acometer jovens apés lesdes
articulares (ANTHONY et al., 2000, American College of Reumathology, 2012). Acreditava-
se tratar de uma doenca progressiva de evolugdo lenta, sem perspectiva de tratamento,
encarada por muitos como um processo natural do envelhecimento (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA,2003). Porém, com o passar dos anos, a OA passou a
ser vista como uma enfermidade em que € possivel modificar o seu curso evolutivo, tanto em
relacdo ao tratamento quanto ao prognostico (BIJLSMA E KNAHR,2007).
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De acordo com a Sociedade Brasileira de Reumatologia, “a osteoartrite ¢ uma das
doencas mais frequentes do conjunto de doencas agrupadas sob designacdo de reumatismo,
representando cerca de 30 a 40% das consultas ambulatoriais de Reumatologia”. No Brasil,
sua importancia pode ser demonstrada através dos seguintes dados da Previdéncia Social: -
responsavel por 7,5% de todos os afastamentos do trabalho; - segunda doenga entre as que
justificam o auxilio-inicial; - segunda em relacdo ao auxilio-doenca (em prorrogacgéo); -
quarta a determinar aposentadoria. Sua incidéncia é maior em mulheres, aumentando com a

idade, sendo menos comum antes dos 40 anos e mais frequente apds os 60 anos.

Analise anatdbmica e aplicacdo de técnicas histopatologicas de imagens ajudaram a
definir a histdria da doenca em relacdo as alteracfes estruturais na cartilagem articular. Foi
demonstrado por Brandt et al. (2006) que a OA ndo é exclusivamente uma doenca da
cartilagem articular, mas da articulagdo como um todo, incluindo o0sso subcondral,
ligamentos, musculos, sindvia, meniscos e capsula articular (FELSON et al.,2006; DING et
al., 2008, POOLE,2010;HEDBOM & HAUSELMANN, 2002).

A OA resulta tanto de eventos mecénicos quanto bioldgicos que desequilibram o
acoplamento entre os processos de degradacdo e sintese da matriz extracelular cartilaginosa e
0sso subcondral. Considerada uma doenca multifatorial, em que uma variedade de causas
resulta em uma patogenia comum (Brandt et al 2006), maltiplos fatores bem definidos se
relacionam a OA, tais com envelhecimento, obesidade, sexo e lesdes articulares (NIGG &
HERZOG,2002). As pessoas com maior sobrepeso apresentam maior incidéncia de OA. A
obesidade esta associada a progressdo mais rapida da lesdo, com achados mostrando
diminuicdo dos sintomas da OA pela perda de peso (BIJLSMA & KNAHR,2007). Lesdes de
ligamento ou meniscos sdo fatores de risco para o desenvolvimento de OA prematura
(ENGLUND, 2010; ANDRIACCHI & MUNDERMANN, 2006). Apo6s lesdo traumatica, ha
aumento de mediadores pro-inflamatérios e catabolicos associado a alteragdes na carga e
metabolismo de condrécitos. Essas alteragfes iniciam um ciclo crénico que leva a destruicéo
da superficie articular e promove o desenvolvimento dos sintomas da OA (GOLDRING &
OTERO,2011; LOTZ & KRAUS 2010).

Sinovite leve e persistente, fibrose da capsula articular, “frouxiddo” dos ligamentos e
atrofia da musculatura periarticular ocorrem na OA, considerada como um estado de
insuficiéncia de toda a articulacdo diartrodial. Quando clinicamente manifesta, caracteriza-se
por dor articular, limitagdo dos movimentos, crepitacdes e deformidades sem manifestagdes

sistémicas. Embora possa afetar qualquer articulacdo sinovial, acomete principalmente
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joelhos, quadris, méos e coluna, podendo ocorrer em uma ou mais articulagdes (tese saraiva).
Na fase clinica da doenca, uma reacdo inflamatoria que envolve a membrana sinovial esta
muitas vezes presente. Esse processo favorece a sintese de mediadores inflamatorios e
citocinas que tém um impacto sobre a homeostase da cartilagem, alterando o metabolismo dos
condrdcitos (JOHANNE et al., 2000).

Em humanos, a inexisténcia de métodos objetivos e confiaveis para avaliar a evolugédo
da OA limita o seu estudo clinico. As dificuldades incluem indisponibilidade do tecido para
analise histopatologica, em particular nas fases iniciais da doenga, auséncia de marcadores
biolégicos confidveis e padronizacdo inconclusa em métodos de imagem. Assim, modelos
animais sdo amplamente utilizados na tentativa de se compreender 0s aspectos

fisiopatolégicos da doenca e avaliar novos farmacos e terapias de forma pré-clinica.
1.3. Modelos experimentais de OA

Diversos modelos tém sido utilizados para o estudo da OA, classificando-os em
espontaneos, geneticamente modificados e induzidos quimico, enzimatico ou cirurgicamente
(BENDELE, 2001; VAN DEN BERG, 2001; LITTLE & ZAKI, 2012). Atualmente ndo existe
um modelo ideal que englobe de forma precisa todos os aspectos da doenca humana (AMEYE
& YOUNG,2006)

Esses modelos tém desempenhado papel fundamental na compreensdo dos eventos
iniciais ocorridos na OA e incluem: ovariectomia (modelo descrito recentemente induzido por
deficiéncia de estrégeno em que héa erosdes leves da cartilagem articular do joelho 9 semanas
apos a cirurgia e importante para o esclarecimento do papel do osso na patologia da AO); -
injecdo de iodoacetato (modelo utilizado para validacdo da dor); - ranhura articular (modelo
em que OA é induzida por defeitos da cartilagem); - inducdo de colagenase (modelo em que
h& formacdo de ostedfitos por macrdéfagos sinoviais); - impacto transarticular (modelo de
trauma em que a OA é induzida por um defeito 6sseo) (LAURENT et al., 2006; ANDERST et
al., 2005).

Animas que desenvolvem OA espontaneamente sdo provavelmente os que melhor
expressam a evolucdo lenta da doenca. Contudo exige um tempo muito longo de observacgéo e
apresentam progressdo variavel, dificultando seu uso para comparacdo de tratamentos. Os
geneticamente modificados séo bastante utilizados, ja que alguns permitem avaliar o papel de

moléculas especificas na fisiopatologia da doenca, embora provavelmente ndo sejam
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adequados para avaliacao pre-clinica de Drogas Modificadoras da Osteoartrite (DMOAS). Em
modelos de OA induzidos cirdrgico ou quimicamente, o dano articular se desenvolve de
forma mais rapida e previsivel. Esses modelos desempenham um papel fundamental na
compreensdo dos eventos iniciais da OA, porém sdo mais compativeis com a OA secundaria
(ANDERST et al., 2005).

Atualmente, iniGmeros modelos murinos cirurgicos de OA sdo estudados, incluindo a
desestabilizacdo do menisco medial (DMM), transec¢do do ligamento cruzado anterior
(TLCA) e remocgdo (meniscectomia) do menisco medial com ou sem transeccdo de
ligamentos. Modelos cirdrgicos de instabilidade mecanica sdo os mais utilizados por
reproduzirem experimentalmente o trauma crénico observado na OA. Essa instabilidade leva
ao desenvolvimento das lesdes na cartilagem e remodelacdo Ossea. Dentre os modelos, a
TLCA é o mais utilizado (HAYAMI et al., 2006), com alteracbes compativeis com OA
humana, edema de matriz, perda de condrocitos e fibrilacdo da cartilagem. Além das
alteracdes da cartilagem, esse modelo apresenta remodelacdo Gssea caracterizada pela perda
inicial do osso subcondral apds 2 semanas da cirurgia, com posterior aumento do volume
(HAYAMI et al., 2004; HAYAMI et al., 2006).

A meniscectomia do menisco medial produz uma doenca degenerativa articular e
lesGes consistentes em camundongos. Pequenas alteracdes degenerativas foram observadas 4
semanas apos a cirurgia e modificacBes estruturais progressivas foram visualizadas ap6s 8 e
12 semanas (CHANCIE et al., 2012). Em um estudo realizado por Tadashi et al ,2006 foram
avaliados os modelos de TLCA e combinacdo da TLCA com meniscectomia . O autor
observou uma progressdo mais lenta da doenca na TLCA. Na combinagdo, ocorreu dano
agressivo a cartilagem ap6s 2 semanas da cirurgia, bem como formacdo de ostedfitos e

fibrilacdo. Essa gravidade foi associada ao maior grau de instabilidade articular.

A transceccdo do menisco medial é estudada em varias espécies, como ratos e coelhos.
Histologicamente, o inicio da lesdo em ratos € definido pela fibrilacdo e perda de
proteoglicanos e, em estagios mais avancados, ocorre exposi¢do do o0sso subcondral e
formacdo de ostedfitos. Alteracbes no osso subcondral podem ser observadas cerca de 7 dias
apos a cirurgia, prosseguindo até o final do estudo. A semelhanga das lesbes observadas na
transeccdo do menisco medial em ratos para as mencionadas na condicdo humana fornece
fundamentos para examinar as respostas comportamentais. Essas semelhancas histoldgicas,
juntamente com a possibilidade de induzir respostas pelo uso de analgésicos nesse modelo,

sugerem que este pode ser utilizado na identificacdo de novas abordagens destinadas a
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diminuir os sinais e sintomas associados a OA, bem como identificar possiveis alvos que

alterem os eventos associados a degradacgéo da cartilagem e osso subcondral (BOVE, 2006).

No método de avaliacdo da dor pela distribuicdo do peso, foi observado que animais
submetidos a desestabilizacdo do menisco medial apresentaram menor distribui¢cdo do peso
comparado aos animais naive, 0 que ndo ocoreu com 0s animais submetidos a meniscectomia
parcial medial (INGLIS et al., 2008; McNamee et al., 2010). Essa diferenca pode ser atribuida
a hipernocicepcéo causada pela continua instabilidade do menisco medial na desestabilizac&o.
Comportamentos de dor decorrentes da OA em camundongos C57BL/6 foram previamente
relatados em dois estudos usando o modelo cirirgico de DMM. Nesses estudos, 0s animais
desenvolveram doenca articular degenerativa ,acompanhada de déficits de distribuicdo do
peso, diminuicdo da atividade espontdnea (INGLIS et al.,, 2008) e alodinia mecéanica
(MALFAIT et al., 2010). Estudos mostraram que 0 modelo de TMM induz uma desordem
articular progressiva lenta e bem definida durante 16 semanas, com o surgimento de dor
potencial na fase inicial. Assim, a natureza prolongada desse modelo permite estudar as fases
iniciais da patologia da OA, incluindo os eventos associados a dor (BOVE et al., 2006;
INGLIS et al., 2008; MALFAIT et al., 2010).

Assim, 0 modelo de TMM é um modelo que imita tanto alteracfes estruturais como
sintomaéticas, associadas a OA humana. A possibilidade de se estudar ambas as alteracdes em
um modelo, associada ao fato de que elas estdo presentes na condi¢cdo humana e a habilidade
do modelo em responder a terapia convencional de alivio da dor, indica que o modelo de
TMM pode ser usado para a compreensdo dos mecanismos envolvidos na OA, através da

modulacéo farmacoldgica e outras ferramentas (BOVE et al., 2006).
1.4, Osteoartrite e inflamacéo

O processo inflamatorio ocorre como resposta do tecido a injaria celular e caracteriza-
se por um fendmeno complexo, envolvendo componentes vasculares e celulares, bem como
uma variedade de substancias sollveis. Esse processo se manifesta pelo rubor, calor, edema,
dor e incapacidade funcional frente a agentes lesivos, como: - fisico (queimadura, radiacéo,
trauma); - bioldgico (microrganismo, reagdes imunoldgicas); - quimico (substancia caustica).
Esse processo envolve uma complexa cascata de eventos, incluindo a producgéo de citocinas
pro-inflamatorias, aumento do influxo celular, produgdo de mediadores inflamatorios,
alteracbes nos parametros hemodinamicos e permeabilidade vascular (BECKER.,
1983;MOORE et al., 2001; CRUVINEL et al., 2010).
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Por muito tempo, a OA foi considerada uma doenca ndo inflamatoria. Entretanto,
evidéncias crescentes mostram reacdo inflamatdria no tecido sinovial de pacientes com OA
(FELSON,2006; OGDIE et al.,2010), sugerindo a participacdo ativa da sinovite e sistema
imune no desenvolvimento e progressdo da doenca (BROKAAR et al.,2012). Algum grau de
sinovite esta presente desde as fases iniciais da OA, sendo caracterizada por hiperplasia,
hipertrofia e angiogénese. Estudos mostram que, em exames histologicos da sindvia, observa-
se infiltrado de células inflamatdrias, como macrdéfagos, linfocitos T e B (PELLETIER, 2004;
HAYWOOD et al.,2003; OEHLER et al., 2002).

Em situacdes inflamatorias, linfocitos e macréfagos sdo fontes importantes de
citocinas, assim como condrocitos. Elas estdo intimamente associadas a alteracdes funcionais
da sindvia, cartilagem e osso subcondral, sendo produzidas tanto espontaneamente quanto por
estimulacdo celular (ATTUR et al., 2002; JULIO et al.,2002). Estudos mostram producéo
abundante de citocinas tais como IL-1 a ,IL-8, IL-6, TNF — o ¢ IFN — vy na articulacdo
acometida por OA e sugerem uma associacdo entre esses mediadores e a destruicdo da
cartilagem. Apontam ainda interleucina-1 (IL-1) e fator de necrose tumoral-o. (TNF-a) como
principais mediadores envolvidos na patogénese da OA, assim como na inflamacao sinovial e
ativacdo dos condrdécitos (SILVESTRE et al., 2006; BONDESON et al., 2006).

Estudos in vivo e in vitro mostraram participacdo de IL-1 e TNF-a na destruigdo da
cartilagem, com IL-1 agindo via ativacdo da sintese de metaloproteinases, reducdo da sintese
dos inibidores teciduais das metaloproteinases (TIMPSs) e inibicdo da sintese de colageno e
proteoglicanos. Essas citocinas podem induzir a producdo de outras citocinas (IL-8 e IL-6)
pelas células articulares comuns, tais como condrocitos e células sinoviais. Elas podem
provocar ainda a producédo de prostaglandina E2 (PGE2) que, além de promover aumento da
permeabilidade vascular e vasodilatacdo, estimula a reabsorcdo 0ssea e aumenta a expressao
do receptor de IL-1. A IL-1 age em sinergismo com TNF-a, que induz a liberagao de PGE2 e
IL-6, com esse potencializando os efeitos da IL-1(GOLDRING 2001, JULIO, 2002;
PELLETIR et al.,2001).

A producdo excessiva de citocinas pro-inflamatorias observada na OA contribui ainda
para a sintese de espécies reativas de oxigénio (RUIZ-ROMERO et al., 2009). Segundo
Henrotin et al (2003), essas especies colaboram para a disfuncdo e degradacao da cartilagem.
Em concordéncia, 6xido nitrico (NO) degrada a cartilagem articular através da ativacdo de
metaloproteinases, inibicdo da sintese de colageno e indugdo da morte de condrécitos
(YORIMITSU et al., 2008).


http://europepmc.org/abstract/MED/8737721/?whatizit_url_gene_protein=http://www.uniprot.org/uniprot/?query=IL-8&sort=score
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1.5. Osteoartrite e dor

Dor é a principal manifestagdo clinica da OA e o principal motivo pelo qual os
pacientes procuram assisténcia médica. Porém, uma das dificuldades na interpretacdo do
fendmeno doloroso na OA ¢ a falta de correlacdo observada entre leséo estrutural e sintomas.
Sabe-se que pessoas com alteracBes radiograficas compativeis com OA apresentam maior
chance de desenvolver dor do que individuos sem esse tipo de alteracdo. Contudo, nem todos
aqueles com alteraces radiogréficas desenvolvem dor (DAVIS et al., 2002; KIDD,2006).

A dor pode ser definida como percepcdo desagradavel de uma sensagdo nociceptiva,
envolvendo dois componentes — nocicepcdo e percepcdo. A dor perceptiva é uma funcéao
modulada por motivos emocionais e condi¢des psicoldgicas e histéricas, enquanto a
nocicepcdo resulta da ativacdo de determinados neurbnios sensitivos primarios, que
transmitem a informacdo nociceptiva a medula espinhal e, em seguida, aos niveis supra-
espinhais (JULIOS, 2001).

Em seres humanos, a sensibilizacdo dos nociceptores pode ser definida em duas
categorias: hiperalgesia e alodinia. A hiperalgesia é definida como uma resposta dolorosa
aumentada a um estimulo doloroso, enquanto a alodinia é uma dor provocada por um
estimulo ndo geralmente doloroso. Essas caracteristicas de alteracdes patoldgicas das vias de
sensacdo dolorosa ndo podem ser observadas em modelos experimentais de nocicepcdo
animal. Por esse motivo, o termo hipernocicepcdo € usado mais adequadamente quando
estudos animais se referem a sensibilizacdo neuronal presente em modelos de inflamacéo
(VERRI et al., 2006).

Dor na OA geralmente é vista como uma dor nociceptiva perifericamente mediada,
que causa percepcdes emocionais desagradaveis. No entanto, foi demonstrado que, quando
sdo liberados mediadores inflamatorios intra-articular a partir de tecido danificado, esses
modulam tanto nociceptores periféricos quanto centrais (HOCHMAN et al., 2011; IYENGAR
et al., 2004). Embora o mecanismo exato da dor no joelho ainda ndo esteja esclarecido,
acredita-se estar relacionado a inflamacéo através da producdo de citocinas inflamatorias
(SUMIHISA et al.,2011). A capacidade da inflamacdo provocar dor depende da inervacéo
sensorial da articulagio (BONNET & WALSH,2005). A cartilagem ndo é inervada e,
portanto, ndo pode ser a fonte de dor. Contudo, osso subcondral, membrana sinovial,
ligamentos e cépsula articular sdo ricamente inervados e contém fibras nervosas que podem

ser fonte de estimulos nociceptivos na OA (KIDD et al.,2004). Durante a inflamacao, os
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produtos quimicos como, prostaglandinas, leucotrienos, bradicinina e citocinas
(particularmente TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, histamina e serotonina) sdo liberados na articulacéo
e parecem aumentar a sensibilidade dos nociceptores, presentes nos tecidos adjacentes a
articulacdo, aos estimulos mecénicos e quimicos, aumentando a dor (DRAY, 1995; KIDD &
URBAN, 2001; BONNET & WALSH,2005).

Cunha et al. (2007), estudando o papel das citocinas na hipernocicepg¢éo, observaram a
liberacdo de prostanoides por IL-1B e mediagdo de IL-8 ou CINC-1 na participagdo dos
componentes simpéticos da hipernocicepg¢do inflamatéria. O possivel envolvimento do TNF
na fase inicial da hipernocicepcdo foi sugerido por se tratar de uma molécula-chave na
iniciacdo do processo inflamatério, estimulando a liberacdo de IL-1 e quimicocinas. Das et al.
(2010), estudando a dor no modelo de desestabilizagdo do menisco medial em camundongos
C57BL/6, demonstraram um inicio rapido de alodinia mecénica em duas semanas,

permanecendo ao longo de oito semanas apos a cirurgia.

1.6. Tratamentos da OA

O tratamento clinico para OA ainda permanece paliativo e pouco eficaz. Nenhuma
terapéutica produz beneficios semelhantes ao da protese articular (BRANDT, 2004,
TOWHEED et al., 2006; CEPEDA et al., 2006). Entretanto, Drogas Modificadoras da
Osteoartrite (DMOA), capazes de modificar a evolucdo da doenca, sdo alvo da comunidade
académica e industria farmacéutica como forma de compreender as diversas vias
etiopatogénicas envolvidas na iniciagdo e progressao da OA. Para ser reconhecida como uma
DMOA, ela deve modular a perda do espaco articular e demonstrar beneficios em desfechos
clinicos relevantes (ABADIE et al., 2004)

Na auséncia de farmacos modificadores da doenca, o tratamento de pacientes com OA
é muitas vezes dirigido a aliviar a dor e restaurar a funcdo atraves da utilizacdo de terapias
farmacoldgicas (TOOD & CLISSOLD, 1990; WILDY & WASKON, 2001). Essas incluem o
paracetamol, antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES) e analgésicos opioides. Entretanto,
elas sdo associadas a efeitos colaterais significativos (ALTMAN et al, 2000; WIELAND et
al., 2005; MALEMUD, 2010). Os AINEs especificamente agem na inflamagéo associada a
OA por meio da inibicdo da cicloxigenase (COX). (WIELAND et al.,2005). Essas drogas
apresentam efeitos secundarios indesejaveis potenciais e eficacia variavel. Assim, permanece
a necessidade de novas abordagens farmacologicas para o tratamento da dor na OA ou co-

administracdo de drogas existentes.
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Uma opc¢do alternativa de tratamento aos AINEs inclui a utilizacdo de acido
hialurénico (HA) e corticosteroides (HARVEY & HUNTER, 2010). O HA fornece
propriedades viscoelasticas e lubrificacdo adequada para manter a homeostase da articulacao.
InjecBes intra-articulares do HA inibem a degradacdo da cartilagem, induzem a sintese da
matriz e reduzem os sintomas da dor (GIGANTE & CALLEGARI,2011; CURRAN, 2010;
PLAAS et al., 2011). A administracdo de corticosteroides em baixas doses reduz tanto a
expressao de mediadores pré-inflamatorios quanto diminui o edema articular (PEKAREK et
al., 2011; SNIBBE & GAMBARDELLA, 2005).

Os sulfatos de condroitina e glicosamina também sdo utilizados para alivio da dor,
porém essa analgesia é atribuida particularmente a possiveis propriedades modificadoras da
doenca e ndo ao efeito analgésico direto desses compostos. Ainda, a aplicacdo tdpica de um
creme contendo glicosamina reduziu a dor em pacientes com OA de joelho (TALLARIDA et
al,2003; COHEN et AL, 2003). Em estudos realizados pelo nosso grupo, foi mostrado que a
combinacdo de sulfato de glicosamina e sulfato de condroitina reduz a hipernocicep¢do em
um modelo experimental de OA. O tempo de suspensdo da pata foi reduzido em 18,5% nos
animais que receberam a combinagédo dos sulfatos e em 13,5% no grupo que recebeu apenas
sulfato de glicosamnina, mostrando que ele isoladamente também reduz a dor, porém em

menor propor¢do do que a combinacao.

Em 2010, a “Food and Drug Administration” (FDA) aprovou o uso de duloxetina para
dor musculo esquelética cronica, incluindo a dor na OA. Suzan et al., 2012 mostraram que
pacientes que foram tratados com duloxetina durante 16 semanas obtiveram uma melhora
significativa da dor, uma vez que, além de antidepressiva, ela tem um efeito analgésico de
acao central (WONG & BYMASTER, 2002).

O ibuprofeno também é utilizado em doentes com OA para tratar estados de dor e
inflamacdo. Porém, os dados séo ainda limitados quanto ao seu efeito clinico. Em um estudo,
a administracdo de ibuprofeno por 7 dias reduziu a dor e melhorou o estado de salde de

pacientes programados para artroplastia do joelho (GALLELLI etal., 2012).

O bloqueio de citocinas comecgou a ser proposto como terapia na OA. Como citocinas
pro-inflamatorias desempenham um papel significativo, mediando a degradacdo da
cartilagem, a sua inibigédo, particularmente de IL-1 e TNF-a, pode ser viavel para diminuir a

progressdo da OA. Antagonistas do receptor de IL-1p mostraram efeito promissor na inibig¢ao


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gallelli%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23086696
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das alteracdes estruturais em modelos de OA em coelhos, cées e cavalos (HUNTER,2011,;
BITTON,2009).
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2. Justificativa

A lesdo do menisco por injuria ou degeneracéo, e a retirada promovem a desestabilizacdo
articular e dor, e encontram-se frequentemente associados ao desenvolvimento e progressao
da OA em seres humanos. Devido as func¢des que o menisco exerce na manutengédo da funcédo
articular, a conduta adotada é a preservacdo ou substituicdo, jamais a remog¢do meramente,

mesmo que os beneficios dos procedimentos de preservacdo ndo estejam claros.

Considerando esses aspectos acima exposto, pretendemos investigar o efeito de um
modelo de meniscectomia (retirada) comparado a um de meniscotomia (seccdo sem retirada
do menisco) no desenvolvimento de hipernocicepcdo e lesdo histologica de OA em
camundongos, enfocando ainda a modulacdo da hipernocicepcdo por mediadores

inflamatorios ou analgésicos.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

- Avaliar o desenvolvimento da OA em modelos de meniscotomia (desestabilizagdo do
menisco) e meniscectomia (remocdo do menisco) e sua resposta a diferentes drogas

antiinflamatorias.
3.2. Objetivos especificos

- Avaliar a hipernocicepcéo articular em camundongos submetidos & meniscotomia ou

meniscectomia, durante 7 semanas;

- Quantificar o influxo celular em camundongos submetidos a meniscotomia ou

meniscectomia, ap6s 7 semanas do ato cirdrgico;

- Analisar a resposta a antiinflamatoérios na hipernocicepcéo articular em camundongos

submetidos @ meniscotomia;

- Analisar o dano histolégico as articulacbes de camundongos submetidos a

meniscotomia ou meniscectomia, apos 7 semanas do ato cirdrgico;

- Determinar os niveis de mediadores inflamatérios, como 6xido nitrico (NO) e
citocinas, no lavado articular de camundongos submetidos a meniscotomia ou meniscectomia,

apos 7 semanas do ato cirdrgico.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Foram utilizados camundongos Swiss (20-25 g) machos fornecidos pelo Biotério
Central da Universidade Federal do Ceara - UFC. Os animais receberam agua e alimentacéo
ad libitum e foram submetidos a condic¢des controladas de temperatura (21° C), com 12h de
ciclo claro/escuro. Todos os procedimentos cirdrgicos e tratamentos foram realizados
seguindo as diretrizes preconizadas pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA), buscando minimizar o nimero e o sofrimento dos animais. O referente trabalho foi
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal — CEPA da Universidade Federal
do Ceara — UFC, sob o nimero n° 113/07.

4.2. Inducdo da osteoartrite experimental - Desestabilizacdo do
menisco e Meniscectomia com Transecc¢éo do Ligamento Cruzado
Anterior (TLCA)

Camundongos (n = 8) foram anestesiados com ketamina (50 mg/kg) e xilazina (10
mg/kg), por via intramuscular (i.m.). O joelho direito foi depilado e submetido a assepsia,
seguida por uma incisdo longitudinal da pele. A capsula articular medial foi exposta, através
de uma incisdo perpendicular ao ligamento colateral medial, ap6s o que o ligamento cruzado
anterior foi seccionado. Em seguida, 0 menisco medial foi transeccionado (meniscotomia) ou
removido (meniscectomia). Depois da transec¢do ou remocdo do menisco medial, a capsula
articular e a pele foram suturadas com Vycril 5-0 e Nylon 4-0, respectivamente. O grupo
sham (falso-operado) foi submetido apenas a incisdo da pele e ruptura da capsula articular
medial, seguidas pela sutura dos tecidos. Animais naive ndo foram submetidos a qualquer
manipulacdo cirdrgica. Os animais foram sacrificados com 15, 28 e 49 dias ap6s o
procedimento cirdrgico (KAMEKURA et al., 2005; KAY et al, 2010).

4.3. Avaliacédo da hipernocicepcéo articular

Para avaliacdo da hipernocicepcdo articular pelo método do von Frey eletrénico,
camundongos foram colocados em caixas de acrilico (12 x 10 x 17 cm de altura), sobre uma
grade de arame, 20 a 30 min antes da avaliacédo, para ambientagdo. Estimulacdes foram feitas
apenas quando 0s animais estavam quietos, sem realizar movimentos exploratérios e nao

defecando e repousando sobre as patas. Nesses experimentos, um quantificador de pressao
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eletronico foi utilizado, consistindo de um transdutor de for¢ca manual equipado com uma
ponta de polipropileno (Insight Equipamentos Cientificos Ltda). Essa era aplicada
perpendicularmente a area central da pata traseira direita, com aumento gradual da pressdo. A
intensidade da forca aplicada era registrada pelo equipamento quando a pata era retirada. O
teste foi repetido até que trés medidas similares fossem obtidas (isto é, a variacdo entre essas
medicdes fosse inferior a 1 g). O limiar mecanico da flexdo foi expresso em gramas (CUNHA
et al., 2004; GUERRERO et al., 2008). O periodo de avaliacdo dos animais foi de até 7

Semanas.

(A)

Figura 2- Avaliacdo da hipernocicepcao articular por analgesimetro digital (von Frey
em camundongos. (A) Caixas de contencdo de acrilico, com espelho refletor de
posicionamento, para ambientacdo dos animais e posterior registro da hipernocicepcdo. (B)
Registro da hipernocicepgdo articular por analgesimetro digital (von Frey). Animais foram
postos nas caixas de contencdo e uma ponta de polipropileno, acoplada a um transdutor de
forca manual, foi aplicada perpendicularmente & &rea central da pata traseira direita dos
camundongos, com aumento gradual da pressdo. A intensidade da forca aplicada foi

registrada pelo equipamento quando da retirada da pata e expressa em gramas (g).
4.4. Coleta do lavado articular

Os animais foram sacrificados ap6s 7 semanas da cirurgia, por deslocamento cervical.
Ap6s o sacrificio, as cavidades articulares foram lavadas através de 2 injegdes intra-
articulares, seguidas de aspiragdo, de 50 pL de 10 mM de EDTA diluido em PBS. A
contagem celular no lavado articular foi realizada em camara de Neubauer e, em seguida, 0
lavado foi centrifugado (5009/10min), os sobrenadantes foram aliquotados e conservados a -
80°C para posterior dosagem de citocinas (IL-1, TNF-a, INF gama) e NO (ROCHA, 1999).
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4.5.  Determinacdo dos niveis de citocinas

A determinacdo dos niveis de citocinas foi realizada nos sobrenadantes articulares
coletados por ELISA. Microplacas de 96 pogos foram sensibilizadas com anticorpos
policlonais e incubadas overnight a 4°C. Apo6s bloqueio das placas, os padrdes de citocinas e
as amostras foram adicionados em duplicata por 2h (22°C). Um anticorpo secundario
biotinilado foi adicionado, seguindo-se de incubagdo por 1h (22°C). Por dltimo, 100 pL de
avidina-peroxidase (diluida a 1:5000; DAKO A/S, Dinamarca) foram adicionados a cada
poco. Apds 30 min, as placas foram lavadas e o reagente O-fenilenodiamina e H,O, foram
adicionados. A reacdo foi interrompida com H,SO, e a leitura da D.O. realizada a 490 nm. Os

resultados foram expressos em pg/mL (CUNHA, 2008).
4.6. Determinacdo dos niveis de oxido nitrico (NO)

A quantidade de NO no lavado articular foi avaliada indiretamente pela medida da
concentracdo total de nitrito (NO; ) e nitrato (NO3’) através de kit comercial baseada na
reacdo de Griess. O nitrato foi convertido a nitrito por incubacdo com a enzima nitrato
redutase. Quarenta microlitros de cada amostra foram incubados com 40 pL de nitrato
redutase (0,4 U/mL) e 40 uL de NADPH (1 mM) por 30 minutos a 37°C. Apds a incubacéo,
80 pL do reagente de Griess (um volume de sulfanilamida 1% em acido fosforico 5% para um
volume de N-(1-naftil)-etilenodiamina 0,1%) foram adicionados, e a absorbancia foi medida
por espectrofotometria. A concentragdo de nitrito foi obtida por comparacdo da absorbancia
com a de solugdes com concentracdo conhecida de nitrito (1-100uM). Os dados (em uM)

foram expressos como média + EPM para cada grupo (ROCHA, 2006).
4.7. Histopatologia

Apbs o sacrificio dos animais, as membranas sinoviais e articulacbes fémur-tibiais
foram retiradas cirurgicamente. As membranas sinoviais foram fixadas em formol 10%,
armazenadas em alcool 70% e incluidas em parafina. Quanto as articulagdes, essas foram
fixadas em formol 10%, descalcificadas em solucdo de EDTA 10% e incluidas em parafina.
Cortes histologicos seriados (5 pum), da por¢do mais externa para a por¢do mais interna, foram

realizados em triplicata e corados por safranina O.

As articulagcdes foram analisadas atribuindo-se escores, segundo padrbes definidos

pelo Osteoartrite Research Society International (OARSI). Segundo esse sistema, grau,
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variando de 0 a 6, avalia a gravidade da lesdo da cartilagem articular, enquanto estagio,
variando de 1 a 4, avalia a extensdo das lesdes compativeis com OA na articulacdo. O grau é
fornecido pela lesdo mais grave observada na lamina, independente da extensdo da lesdo. O
estagio é definido pela extensdo horizontal do acometimento da cartilagem, independente da
gravidade das lesdes. Ao final, um escore é calculado pelo grau X estagio, o qual fornece uma
avaliacdo combinada de gravidade e extensdo do dano estrutural articular. O escore variou de
0 a24 (ROCHA, 1999; PRITZKER, 2006).

4.8. Drogas

Morfina, naloxona, indometacina, 1400W e HOE-140 foram administrados a partir do
16° dia apo6s a cirurgia. Para a morfina, um agonista opioide classico, foi realizada uma curva
dose-resposta (1- 4 mg/kg), via intraperitoneal (i.p.), com a dose de 2 mg/kg selecionada para
0s demais experimentos. Naloxona, um antagonista p-opioide, foi administrado i.p na dose de
1 mg/kg. Indometacina, um inibidor ndo seletivo de COX, foi administrada na dose de 2
mg/kg, via subcuténea (s.c). 1400W, um inibidor seletivo da oxido nitrico sintase indutivel
(NOSI), foi administrado na dose de 0,5 mg/kg s.c.. HOE-140, um antagonista seletivo de
receptor B2 da bradicinina, foi administrado na dose de 1 mg/kg s.c. Todas as drogas foram

diluidas em salina, exceto a indometacina que foi dissolvida em 5% de bicarbonato.

4.9. Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média + e.p.m. Para comparagfes multiplas entre
as médias, foi utilizada a andlise de variancia univariada (ANOVA). Em seguida, aplicou-se o
teste de Tukey, considerando-se significante P<0,05. Para a analise histopatologica, 0s
resultados foram expressos em mediana e comparados usando o teste de Kruskal-Wallis,
considerando-se significante P< 0,05.
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5. Resultados

5.1Cinética da hiperalgesia articular em camundongos submetidos a remocéo
(meniscectomia) ou transec¢do (meniscotomia) do menisco medial por 7

Semanas

A figura 3 mostra a cinética da hiperalgesia articular em camundongos submetidos a remog&o
(meniscectomia) ou transeccdo (meniscotomia) do menisco medial por 7 semanas. A
hiperalgesia articular é representada pela diminuicdo do limiar mecanico quando comparado
ao grupo sham (animais falso-operados).A dor aumentou significativamente em ambos 0s
grupos submetidos a manipulacdo cirargica do menisco durante os primeiros 16 dias de
avaliacdo.Entretanto,a hiperalgesia persistiu somente no grupo meniscotomizado até a 72

semana de observacao (49° dia).

-0- Sham
8 Menicectomia

-+ Meniscotomia

1 7 14 16 21 28 35 42 49

Days

Figura 3- Cinética da hiperalgesia articular em camundongos submetidos a remocéao
(meniscectomia) ou transeccdo (meniscotomia) do menisco medial por 7 semanas. Grupo
de camundongos foi submetido a meniscectomia (m) ou meniscotomia (A) do menisco
medial. Grupo sham (falso-operado) (o) foi submetido apenas a incisdo da pele e ruptura da
capsula articular medial, seguida pela sutura dos tecidos. A hiperalgesia foi avaliada

diariamente durante 7 semanas. Os resultados foram expressos como média  e.p.m.. *P<0,05
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comparado ao grupo sham; #P<0,05 comparado ao grupo meniscotomia (ANOVA seguida de

teste de Tukey). EiSHGOIMINGISIDEYSN

5.2. Analise do influxo celular articular de camundongos submetidos a

meniscectomia ou meniscotomia

A figura 4 mostra o influxo celular em camundongos submetidos & meniscectomia e
meniscotomia ap0s 7 semanas do procedimento cirargico. Apds 7 semanas, apenas a
meniscotomia aumentou significativamente o influxo celular para a cavidade articular

(P<0,05) .
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Figura 4 — Andlise do influxo celular articular de camundongos submetidos a
meniscectomia ou meniscotomia. Grupo de camundongos foi submetido & meniscectomia ou
meniscotomia do menisco medial. Grupo sham foi submetido apenas a incisdo da pele e
ruptura da capsula articular medial, seguida pela sutura dos tecidos. O influxo celular foi
avaliado no lavado articular ap6s 7 semanas do procedimento cirdrgico. Os resultados foram
expressos como média + e.p.m. do nimero células/mm?*P<0,05 comparado ao grupo sham;
#P<0,05 comparado ao grupo meniscotomia (ANOVA seguida de teste de Tukey). EiGHGOIGH



Escores - fémur

33

5.3. Avaliacdo histopatoldgica das articulagbes do joelho de camundongos

submetidos a meniscectomia ou meniscotomia

A figura 5 mostra a avaliacdo histopatolégica das articulagbes removidas 7 semanas apés a
cirurgia, coradas com safranina O (Graficos A e B, figuras C-E). Na coloracédo pela safranina
O, houve aumento significativo dos escores totais femorais no grupo meniscotomia,
comparado ao grupo sham (Figura 3A). Na avaliagdo das tibias, animais meniscectomizados
ou meniscotomizados mostraram aumento significativo nos escores totais quando comparado
ao grupo sham (P<0,05). Ainda, a meniscotomia aumentou significativamente os escores

tibiais totais quando comparada a meniscectomia (P<0,05) (Figura 3B).

Na microscopia dptica, o grupo sham mostrou integridade das cartilagens articulares femorais
e tibiais (Figura 3C). Nos animais submetidos a meniscectomia ou meniscotomia, houve uma

perda extensa e profunda de ambas as cartilagens (Figura 3D e E, respectivamente).
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Figura 5 - Avaliacdo histopatolégica das articulagbes do joelho de camundongos

submetidos a meniscectomia ou meniscotomia. Grupo de camundongos foi submetido a
meniscectomia ou meniscotomia do menisco medial. Grupo sham foi submetido apenas a
incisdo da pele e ruptura da capsula articular medial, seguida pela sutura dos tecidos. Os
resultados foram expressos como mediana dos escores totais femorais e tibiais *P<0,05
comparado ao grupo sham. #P<0,05 comparado ao grupo meniscectomia (teste de Kruskal-

Wallis) (Coloracgéo safranina O — 100x).
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5.4. Efeito terapéutico e dose-dependente de morfina na hiperalgesia articular em

camundongos submetidos a meniscotomia

A figura 6 representa o efeito da administracdo terapéutica de sulfato de morfina em
camundongos submetidos a meniscotomia. A injecdo intraperitoneal de morfina (1, 2 e 4
mg/kg ) reduziu de forma dose-dependente a hiperalgesia articular dos animais
meniscotomizados comparado ao grupo meniscotomia que recebeu apenas salina i.p. (NT)
(P<0,05) (figura A). Esse efeito foi revertido pela administracdo de naloxona (1 mg/kg), 30
min antes da morfina (2mg/kg) (figura B).
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Meniscotomia Meniscotomia

(A administrago de salina ¢ representado por NT e ---)

Figura 6 - Efeito terapéutico e dose-dependente de morfina na hiperalgesia articular em

camundongos submetidos a meniscotomia. Grupo de camundongos foi submetido a
meniscotomia do menisco medial. Grupo de animais recebeu morfina (1, 2 ou 4 mg/kg; i.p.)
ou naloxona (1 mg/kg; i.p.), 30 min antes da morfina, no 16° dia ap6s a meniscotomia. Grupo
sham foi submetido apenas a incisdo da pele e ruptura da capsula articular medial, seguida
pela sutura dos tecidos. A hiperalgesia foi avaliada ap6s 30 min da administracdo. Os
resultados foram expressos como média + e.p.m.. *P<0,05 comparado ao grupo sham;
#P<0,05 comparado ao grupo meniscotomia;!P<0,05 comparado ao grupo meniscotomia +
morfina (ANOVA seguida de teste de Tukey)
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5.5. Efeito terapéutico da indometacina, 1400W e HOE-140 na hiperalgesia

articular em camundongos submetidos a meniscotomia

A administracdo terapéutica de indometacina ou HOE-140 em camundongos
meniscotomizados diminuiu a hiperalgesia articular de forma tempo-dependente, com reducéo
significativa na 3% hora ap6s a injecdo. De forma semelhante, embora mais eficiente, a
administracdo de 1400W reduziu significativamente a hiperalgesia de forma tempo-

dependente, com diminuicéo significativa na 1 e 32 horas ap0s a injecdo (Figura 7).
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Figura 7 - Efeito terapéutico da indometacina, 1400W e HOE-140 na hiperalgesia
articular em camundongos submetidos a meniscotomia. Grupo de camundongos foi
submetido & meniscotomia do menisco medial. Grupo de animais recebeu indometacina (2
mg/kg; i.p.), 1400W (0,5 mg/kg; s.c.) ou iEIOKONGIRIOEREE (1 mg/kg; s.c.) ANGSIORIGIGE
e oINS ERISeoomia Grupo sham foi submetido apenas a
incisdo da pele e ruptura da cépsula articular medial, seguida pela sutura dos tecidos. A
hiperalgesia foi avaliada 1 e 3 horas apds a administragdo. Os resultados foram expressos
como média + e.p.m.. *P<0,05 comparado ao grupo sham; #P<0,05 comparado ao grupo

meniscotomia (ANOVA seguida de teste de Tukey).

5.6. Efeito terapéutico do remicade na hiperalgesia articular em camundongos

submetidos a meniscotomia
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A administragdo terapéutica intra-articular ou intraperitoneal de remicade diminuiu
significativamente a hiperalgesia articular em camundongos meniscotomizados, comparado

ao grupo meniscotomia que recebeu apenas salina (NT) (P<0,05).

-O0- Sham

- Meniscotomia
-+ Anti-TNF i.a
- Anti-TNF i.p
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Figura 8 - Efeito terapéutico do remicade na hiperalgesia articular em camundongos
submetidos a meniscotomia. Grupo de camundongos foi submetido a meniscotomia do
menisco medial. Grupo de animais recebeu remicade 25 pL i.a. ou 50 pL i.p. no 43° dia ap06s
a meniscotomia [GIHCIGoIICONeenagas). Grupo sham foi submetido apenas & incisdo da
pele e ruptura da capsula articular medial, seguida pela sutura dos tecidos. A hiperalgesia foi
avaliada 6 horas depois da administracdo e diariamente do 44° a 49° dia. Os resultados foram
expressos como média + e.p.m.. *P<0,05 comparado ao grupo sham; #P<0,05 comparado ao

grupo meniscotomia (NT) (ANOVA seguida de teste de Tukey).

5.7. Dosagem de IL-1, TNF-a, IFN-y e NO em camundongos submetidos a

meniscotomia
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A quantificacdo dos mediadores inflamatorios IL-1, TNF-a, IFN-y ¢ NO em camundongos
sham, meniscectomizados ou meniscotomizados foi indetectavel apds 7 semanas do
procedimento cirurgico,contudo uma pequena quantidade de TNF-a. foi detectado com 15 e

28 dias sem diferenca significativa do sham.
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Figura 9- Niveis de TNF-a no lavado articular de camundongos submetidos a
meniscotomia. Grupo de camundongos foi submetido a meniscotomia do menisco medial.
Grupo sham foi submetido apenas a incisdo da pele e ruptura da capsula articular medial,
seguida pela sutura dos tecidos. Os resultados foram expressos como média + e.p.m (ANOVA

seguida de teste de Tukey).

6 Discussao
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A visdo dos meniscos como componentes articulares supérfluos e desprovidos de
funcdo influenciou o estudo da osteoartrite, pois apesar da doenca acometer a articulacdo
como um todo, os meniscos ficavam com papel secundario na patogenia e os estudos
concentravam-se na relagdo membrana sinovial,cartilagem e osso subcondral. Hoje, o
menisco tem um papel de destaque na articulacdo, uma vez que ele é essencial para a
estabilidade e integridade da articulacdo do joelho, além de desempenhar papel importante na
transmissdo de carga, absorcdo de choques, manutencdo da estabilidade, propriocepcéo e
lubrificagdo articular (KOHN &MORENO, 1995; WOJTYS & CHAN, 2005;LEVY et
al.,1982;ASSIMAKOPOULOS et al.,1992).Esses sdo alguns dos motivos que subsidiam a
manutencdo do menisco como conduta cirdrgica diante de seu comprometimento.Por outro
lado, a conduta adotada passa por estratégias escassas de preservacdo ou substituicdo dos
meniscos acometidos.Ademais,a lesdo do menisco por injdria , degeneracdo e retirada dos
meniscos promovem a desestabilizacdo articular e dor ,e encontram-se frequentemente
associados ao desenvolvimento e progressao da OA em seres humanos (POEHLING et
al.,1990;SMILLIE,1962;BHATTACHARY YA et al.,2003).

No intuito de compreender como a manutencdo do menisco mesmo ap6s acometimento
ou sua remocdo contribuem para dor e dano articular.O estudo adotou modelos experimentais
a partir da desestabilizacdo do menisco e remo¢do (GLASSON et al.,2007;CLEMENTS et
al.,2003;CARLSON et al.,2002). O modelo de meniscotomia (transeccdo do ligamento
cruzado anterior e menisco) e meniscectomia (transeccdo do ligamento cruzado anterior e
remocao do menisco medial), utilizados como modelos de OA experimental se assemelham a
OA humana, mostrando altera¢6es bioquimicas e histologicas (CHANCIE et al., 2012 BOVE,
2006).

O objetivo primeiramente era saber se existia diferenca entre os grupos com relacéo a dor,
isto é,se a preservacdo do menisco mesmo seccionado promovia menor hipernocicepcao,
quando comparado ao grupo submetido a remocdo (meniscectomizado). A resposta
hipernociceptiva de ambos os grupos revelou um aumento estatisticamente significativo
quando comparado com o grupo sham.Todavia,no 16 dias ap0s a cirurgia, uma diferenca na
intensidade da resposta hipernociceptiva apareceu entre 0s grupos submetidos a meniscotomia
e meniscectomia, de modo que o grupo submetido a meniscectomia exibia uma reducao
progressiva na intensidade da dor, quando comparado com os valores basais do mesmo. O
grupo meniscotomia manteve-se estavel com dor significativamente maior quando comparado

com 0 grupo meniscectomia durante os 49 dias ap6s a cirurgia.Resaltando o papel do
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menisco,em experimentos preliminares do nosso grupo, observou-se que a transec¢do do
ligamento cruzado anterior em ratos usando o teste de von Frey eletrénico, ndo provocou
aumento da dor nas articulagdes. Por conseguinte, conclui-se que 0s danos ao menisco € a
principal razdo para o desenvolvimento de dor neste modelo de OA, e que deixando o
menisco rompido no interior da articulagdo provoca um comportamento de dor prolongada
mais do que remové-lo completamente. Curiosamente pacientes com meniscos rompidos
submetidos a remocdo do mesmo na maioria das vezes recuperam-se da dor apés a cirurgia,

porém leva a uma progressdo para OA (BETHAN et al.,2012).

As razdes para a diferenca observada em ambos 0s grupos ndo sdo simples, porém
especula-se que deixando o fragmento do menisco no interior da articulagdo provocaria mais
instabilidade articular resultando assim em mais dor.Entre os mecanismos possiveis, podemos
propor a estimulacdo das fibras de nociceptores presentes na borda do menisco danificado e a
pressdo aplicada ao 0sso subcondral (TAKATOMO,2000).

Levando em consideracdo a dor prolongada no grupo meniscotomia e a possibilidade da
utilizacdo de compostos anti-inflamatorios e/ou analgésicos na caracterizagdo da dor
crénica.N6s administramos indometacina, um potente inibidor ndo-seletivo da enzima ciclo-
oxigenase (COX),que inibiu significativamente a dor articular nos animais submetidos a
meniscotomia,em comparacdo ao grupo tratado com o veiculo apenas.Este dado revela a
participacdo dos prostanoides na nocicepcdo induzida pelo modelo,e o resultado ndo €
inesperado,visto que a transec¢do do menisco e/ou do ligamento promovem nocicep¢do nos
animais com conseguinte reducdo da mesma ap0s a administracdo de inibidores seletivo ou
ndo das isoformas da cicloxigenase (BOVE et al.,2006;CASTRO et al.,2006; BRAZA-
BOILS et al.,2011; ASHRAF et al.,2011).

Inibicdo semelhante foi observada quando administramos um inibidor do receptor B2 da
bradicinina, HOE-140.Lembrado que o objetivo do nosso estudo ndo é investigar o
mecanismo inflamatorio ou hipernociceptivo das cininas, mas revelar o seu envolvimento na
dor crénica em OA.Para tal finalidade,nds avaliamos o possivel efeito analgésico do HOE 140
(antagonista seletivo do receptor B2 (WIRTH et al.,1991) no modelo de desestabilizacdo do
menisco medial.Nés administramos a droga apds o 16° dia da cirurgia e diminuiu
significativamente a hiperalgesia na 32 hora apos a inje¢do.Avigorando com 0 nosso dado em
modelos experimentais em OA,encontram-se a reducdo da dor apds administracdo dos
inibidores de receptor B,nos respectivos modelos,OA por monoiodo acetato de sodio (MIA) e
TLCA(CIALDAI et al.,2009;KAUFMAN et AL.,2011).Nosso estudo € o primeiro a



41

demonstrar a participagcdo da bradicinina na dor articular quando existe acometimento do
menisco.Além disso,contribui com outros estudos para esclarecer o envolvimento das cininas
na dor e dano articular em OA (BIANCHI et al.,2007;MEINI et al.,2011;MEINI et al.,2012).

Semelhante aos prostanoides,0 NO e TNF-a podem ser encontrados no liquido sinovial
de pacientes com OA (MELCHIORRI et al.,1998; ATTUR et al.,1998;KARAN et
al.,2003;FARRELL et al.,1992;KAPOOR et al.,2011).No entanto,a escolha do NO foi
pautada em estudo do nosso grupo (CASTRO et al.,2006) e MOON et al.,2012,que
demonstraram, que o NO exercia efeito nociceptivo em modelos experimentais em OA.Para
esclarecer o possivel envolvimento do NO na nocicep¢do do grupo meniscotomizado.No6s
administramos um inibidor altamente seletivo para a NOSi, o 1400W ap6s o 16° dia da
cirurgia e observamos um aumento do limiar mecanico na 1* e 3% hora ap6s a
administragdo.Fortalecendo ainda mais o nosso dado,a transec¢do do menisco € um evento
traumatico que pode desencadear o estresse mecanico, e consequente liberacdo de NO e
expressao da isoforma da 6xido nitrico sintase induzivel (NOSI) nos sinovidcitos,condrocitos
e meniscos (GOOCH et al., 1997; JOHNSON et al., 1996; CLANCY & ABRAMSON,
1995;STEAFANOVIC, 1993;CAO et al.,1998;HASHIINOTO et al.,1999;KOBAYASHI et
al.,2001;AMIN et al.,1995; KOBAYASHI et al.,2001;CHENG et al.,2011;EL MANSOURI et
al.,2011;MOON et al.,2012;SALERMO et al.,2002;GRABOWSKI et al.,1997).

Com relagdo ao TNF-a,é produzido por células e tecidos articulares.O papel do TNF-
o na inflamagdo em OA tem sido explorado embora controverso (GRUNKE et
al.,2006;MAGNANO et al.,2007,VERBRUGGEN et al.,2012; (BERENBAUM,
2012;GULER-YUKSEL,2012).0 envolvimento desta citocina na hiperalgesia nio esta
claro.Ainda que a expressdo enzimatica e a sintese de mediadores hiperalgésicos e alteracdes
neuronais nociceptivas tenham sido associadas a citocina (KIM et al.,2012;WESTACOTT et
al.,2000;0HTORI et al.,2004; HAYASHI et al.,2008).No menisco,nosso foco do estudo,a
citocina promove diminuicdo da proliferacio e reparo das celulas,ativacdo das
metaloproteinases, producdo de NO e inibe a sintese de proteoglicanos (CAO et
al.,1998;LeGRAND et al.,2001;FEMOR et  al.,2004;HENNERBICHLER et
al.,2007;McNULTY & GUILAK, 2008;McNULTY et al.,2007;McNULTY et al.,2009).No
caso do nosso trabalho,nés investigamos o papel do TNF-a na nocicep¢do nos animais
submetidos a meniscotomia.NGs revelamos uma diminuicdo na hiperalgesia diante da
administracdo de anti-TNF-o intra-peritoneal (i.p) sugerindo um feito sistémico. Para dirimir

um efeito sistémico,nds resolvemos administrar intra-articular (i.a) e conseguimos um efeito
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anti-nociceptivo semelhante.Demonstramos de modo inédito a participagdo do TNF-o na
hiperalgesia crénica em modelo de OA.Corroborando com outros dados da literatura referente
a participacdo da citocina em modelos de desestabilizacdo do menisco (CHEN et
al.,2008;McNAMEE et al.,2010).Para ratificar a participagdo da citocina,o estudo investigou
alteracdes na concentracdo da citocina no fluido sinovial e expressdo de receptores para TNF
por imuno-histoquimica em tecidos articulares ao longo do experimento.Os dados revelaram a

inexisténcia de alteragcdes na concentracao e expressdo (KYLE et al, 2012)

Validando ainda a dor articular,n6s avaliamos a participacdo de agonistas enddgenos
do receptor opioide na manutencdo da dor.Posto que a literatura relata o uso de moduladores
opioides na dor crénica em varias doencas (KALSO et al.,2004;FURLAN et al.,2006).Entre
elas,podemos destacar 0 uso dos agonistas dos receptores opioides no alivio da dor crénica
nos pacientes com OA (AVOUAC et al.,2007).Todavia,0 uso nos pacientes exige cuidado
(MANCHIKANTI et al.,2011).No caso especifico dos animais, 0s problemas sdo sedacdo e
comprometimento locomotor.Para diminuir tais inconvenientes,nds administramos morfina
nas doses de 1,2 e 4mg/kg i.p,de acordo com o estudo de (GUERRERO et al.,2006),no
qual,administraram morfina nas doses de 2,4 e 8 mg/kg i.p no modelo de hipernocicepgéo
tibio-tarsal induzida por zymosan e observaram apenas efeito anti-nociceptivo,quando
avaliado pelo von Frey.Nossos resultados revelaram que a morfina promove analgesia dose-
dependente nos animais e este efeito é revertido pela administracdo combinada de morfina e
naloxona (agonista parcial do receptor u-opioide).Dessa forma,confirmamos a participacao de
agonistas enddgenos do receptor p-opioide na modulagdo da dor articular.Este dado fortalece
outros achados descritos na literatura envolvendo a participacdo de opioides enddgenos na
hiperalgesia nos modelos em OA (CASTRO et al.,2006;FERNIHOUGH et
al.,2004;KNIGHTS et al.,2012;BEYREUTHER et al.,2007;MALFAIT et al.,2010).

Ao identificarmos a participacdo de mediadores inflamat6rios na manutencéo da dor no
grupo meniscotomizado e a literatura apresentava ampla abordagem do envolvimento destes
componentes no influxo celular na articulacdo.Nosso intento era investigar se existia
diferenga no influxo celular entre os grupos.O resultado do experimento revelou a existéncia
de diferenca no influxo celular entre os grupos no 49° dia.Todavia,NO e TNF-a ndo eram
responsaveis pela diferenca do influxo celular entre os grupos.Por conseguinte,o influxo
celular foi submetido a contagem diferencial revelando a presenca de linfocitos e células
mononucleares.Aditando com os trabalhos realizados em pacientes e animais (ISHII et
al.,2002;SAITO et al.,2002;CASTRO et AL.,2006;BRANDT et al.,1991).A presenca de
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linfocitos e células mononucleares apontava para o possivel envolvimento de IL-1 e INF-y no
influxo celular no grupo meniscotomizado.Entretanto,a analise por ELIZA nédo revelou a

presenca destas citocinas no lavado.

Finalmente,os dados histologicos também revelaram uma diferenca entre 0s grupos no
dano articular, sendo o grupo submetido a meniscotomia mais grave tanto na extremidade do
fémur quanto na tibia, embora sejam mais intensas no platd tibial (GLASSON et al.,2007).A
andlise do dano articular ocorreu segundo os critérios adotados pela OARSI, nos quais,escores
sdo obtidos a partir do produto entre gravidade e extensdo das alteracdes.A escala referente
aos escores podem variar de 0 a 24, sendo que 24 é o valor maximo obtido e
consequentemente maior dano articular (PRITZKER et al.,2006).Especulamos,isto posto, que
0 dano articular maior no grupo meniscotomizado encontra-se além da alteracdo mecanica
meramente,mas poderia dispor da contribuicdo das a¢cdes dos mediadores identificados.lsto é,
poderiam desencadear e potencializar as alteracfes articulares justificando em parte a maior
gravidade no dano articular observada no grupo meniscotomizados.(KAPOOR et al.,2011;
LAUFER,2003; ABRAMSON ,2008; MEINI & MAGGI,2008).Se o maior influxo celular
contribuiria para 0 maior dano articular no grupo meniscotomizado,ndo podemos inferir

ainda.
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7 Conclusoes

A Partir dos resultados, as seguintes conclusdes podem ser obtidas:

-O modelo de osteoartrite por transeccdo do ligamento cruzado anterior e meniscectomia
parcial do menisco medial (meniscotomia) em camundongos apresenta um fendmeno

continuo de desestabilizacéo e hiperalgesia articular.

-O modelo de osteoartrite por transec¢éo do ligamento cruzado anterior e meniscectomia total
do menisco medial (meniscectomia) em camundongos apresenta um fendmeno continuo de
desestabilizacéo articular, porém efémero em relacdo a hiperalgesia articular, presente apenas

em sua fase inicial.

-A hipernocicepgao cronica nos animais submetidos a meniscotomia pode ser reduzida pela
administracdo terapéutica de anti-inflamatorio n&o-esteroidal, inibidor seletivo da o6xido

nitrico sintase induzivel,inibidor seletivo do receptor B2,anti-TNF-a e morfina.

-Na fase crénica dos dois modelos, em que surgem alteracfes histopatoldgicas importantes, a
meniscotomia apresentou alteracGes de maior grau e extensdo no platd tibial e femoral

segundo os escores da OARSI, quando comparado ao grupo submetido a meniscectomia.
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-O influxo celular nos animais meniscotomizados foi significativamente maior quando

comparado aos grupos meniscectomizados e sham.

-Os mediadores, tais como: 1l-1, TNF-a, IFN-y e NO nao sdo responsaveis pela diferenca no

influxo celular observado no grupo submetido a meniscotomia.
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