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“Nos organizamos uma civilizagdo global na qual os elementos mais cruciais —
transporte, comunicagéo, e todas as outras industrias; agricultura, medicina,
educacgdo, entretenimento, protecdo ao meio ambiente; e até a instituigdo

democratica do voto — dependem profundamente da ciéncia e da tecnologia.

NGs também arranjamos as coisas de forma que quase
ninguém entende a ciéncia e a tecnologia. Esta é a
receita para o desastre. NOos podemos escapar por

enquanto, mas mais cedo ou mais tarde essa mistura
combustivel de ignoréncia e poder vai explodir na

nossa cara.”

Carl Sagan
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Resumo

Uma das principais doengas degenerativas, conhecida internacionalmente pelo
nome de osteoartrite (OA), € uma condicao patolégica crénica e prevalente que traz
prejuizos sociais, psicolégicos e financeiros a 10% da populagdo em geral e a mais
de 50% dos idosos. Acima dos 75 anos de idade aproximadamente 85% dos idosos
sao acometidos por essa doenca. A populacdo no Brasil envelhece rapido,
envelhecera em 30 anos tanto quanto a Europa envelheceu em 200 anos. Assim,
novas técnicas para o tratamento da OA de joelho sdo muito relevantes. Este
trabalho teve por objetivo estudar os efeitos de uma Terapia Combinada (TC) sobre
o comportamento de ratos submetidos a um modelo experimental de osteoartrite de
joelho. Ratos Wistar machos e adultos foram submetidos a lesdo do joelho direito
pela injecao intra-articular de iodoacetato monosédico (IM). Quinze dias apos a
lesdo foram aplicados 3 tratamentos por 14 dias: Laserterapia de Baixa Poténcia
(LBP), Estimulacdo Elétrica Artificial (EEA) e TC (ie., LBP + EEA). Foram
observados os efeitos agudos e crdnicos destes tratamentos sobre o comportamento
dos animais em 3 testes comportamentais: campo aberto, analgesimetro e descarga
de peso. Os principais resultados do presente estudo indicam que (i) o modelo
experimental de OA de joelho proposto foi induzido com sucesso e resultou em
déficits agudos e crénicos ao longo de 30 dias de experimento; (ii) o tratamento com
LBP resultou em diminuigao dos déficits devido a hiperalgesia primaria e secundaria
a lesdo, porém nao teve impacto sobre a funcionalidade geral do sistema de
movimento dos animais; (iii) o treinamento com EEA resultou em diminuigdo dos
déficits de hiperalgesia primaria e teve impacto sobre a funcionalidade geral do
sistema de movimento e (iv) a TC resultou em diminuicdo dos déficits de
hiperalgesia primaria e efeito moderado sobre a hiperalgesia secundaria, além de
impacto positivo sobre a funcionalidade geral do sistema de movimento. Com base
nestes resultados, a TC apresentou efeitos benéficos tanto sobre o controle da dor,
quanto para a menor incapacitacdo e melhor funcionalidade, sendo indicada para

combater os efeitos deletérios da OA de joelho sobre o sistema de movimento.

Palavras-chave: osteoartrite, iodoacetato = monosédico, neurociéncia do

comportamento, terapia combinada.



Abstract

A major degenerative disease, internationally known as osteoarthritis (OA) is a
prevalent and chronic pathological condition which results in social, psychological
and financial impairments to 10% of the general population and to over 50% of the
elderly. Above 75 years of age approximately 85% of the elderly are affected by this
disease. In Brazil there is a fast ageing of population who will age during 30 years as
much as Europe aged in 200 years. Thus, new techniques for the treatment of knee
OA are very relevant. This work aimed to study the effects of a combined therapy
(TC) on the behavior of rats submitted to an experimental model of knee
osteoarthritis. Male adult Wistar rats underwent right knee injury by intra-articular
injection of monosodium iodoacetate (IM). Fifteen days after injury received 3
treatments for 14 days: Low Power Laser Therapy (LBP), Artificial Electrical
Stimulation (EEA) and TC (i.e., LBP + EEA). We observed the acute and chronic
effects of these treatments on the behavior of animals in 3 behavioral tests: open
field, analgesymeter and weight bearing. The main results of this study indicate that
(i) the proposed experimental model of knee OA was successfully induced and
resulted in acute and chronic deficits over 30 days of experiment, (ii) treatment with
LBP resulted in reduction of deficits due to primary and secondary hyperalgesia to
the lesion, but had no impact on the overall functionality of the movement system, (iii)
the training with EEA resulted in decreased deficits of primary hyperalgesia and
impacted the overall functionality of the movement system (iv) the TC resulted in
reduction of deficits due to primary hyperalgesia and moderate effect on secondary
hyperalgesia, and positive impact on the overall functionality of the movement
system. Based on these results, the TC showed beneficial effects on pain control and
on less disability and better functionality, thus TC is indicated to combat the

deleterious effects of knee OA on the motion system.

Keywords: osteoarthritis, monosodium iodoacetate, behavioral neuroscience,

combined therapy.



1 Introdugao

Uma das principais doengas degenerativas, conhecida internacionalmente
pelo nome de OA, é uma condi¢ao patoldgica cronica e prevalente que traz prejuizos
sociais, psicolégicos e financeiros a 10% da populagédo em geral e a mais de 50%
dos idosos (MARCH & BACHMEIER, 1997). Acima dos 75 anos de idade
aproximadamente 85% dos idosos sdo acometidos por essa doengca (HURLEY &
SCOTT, 1998, COOPER, 1998). Apesar de suas causas serem multifatoriais,
acredita-se que as alteragdes na biomecanica normal das articulagbes tém papel
importante no surgimento e na progressao da doenca (RADIN et al., 1985;
BARRETT et al., 1991).

A OA caracteriza-se também por ser uma doenca silenciosa (HUNTER &
ECKSTEIN, 2009), uma vez que a cartilagem hialina ndo é inervada, e o processo
degenerativo da cartilagem articular s6 €& percebido pelos pacientes quando a
mesma ja nao reveste mais as superficies articulares dos 0ssos, € os impactos
mecanicos sobre o tecido 6sseo € que geram os estimulos de dor. Além dos
estimulos dolorosos provenientes do tecido 6sseo, acredita-se que 0 processo
inflamatério da membrana sinovial (membrana que reveste internamente a capsula
articular das articulagbes sinoviais, ricamente vascularizada e inervada) também e
uma fonte importante de dor. Quando isso ocorre o processo degenerativo esta tao
avancado que, na maioria das vezes, O processo cirurgico de artroplastia (ou
substituicdo das superficies ésseas articulares por uma protese metalica) € a unica
solugéo para devolver a capacidade de movimento a esses pacientes e eliminar os
estimulos dolorosos, possibilitando uma melhora da qualidade de vida.

As principais articulagées acometidas pela OA sdo aquelas onde a descarga
de peso ocorre, sendo, portanto, muito comum nas articulagdes do joelho e do
quadril (MARCH & BACHMEIER, 1997). Como necessitamos dessas articulagbes
para praticamente todas as atividades de vida diarias, a perda e/ou reducdo da
capacidade de movimento dessas articulagdes tem um impacto ndo apenas para as
fungbes do organismo em geral (comprometimento do sistema cardiovascular com o
aumento do sedentarismo, e redugdo da funcdo de todos os sistemas do
organismo), mas também um impacto psicolégico muito grande que pode levar a um
processo de depressao (JESSEP et al., 2009), comum nessa etapa da vida.



A identificacéo dos efeitos da OA sobre o sistema de movimento (que compreende
os tecidos nervoso, muscular, 6ésseo, cartilaginoso e conjuntivo) pode auxiliar na
determinagdo dos mecanismos relacionados com a génese e/ou progressao da
doenca. Além disso, qualquer tipo de intervencado que possa estancar e/ou reverter
os efeitos deletérios dessa doencga tem uma relevancia muito grande para os idosos
em geral e para a sociedade, uma vez que podem ajudar a reduzir os custos
elevados do sistema de saude para o tratamento da doenca em seus estagios mais
avancados (MARCH & BACHMEIER, 1997; HURLEY & SCOTT, 1998; COOPER,
1998).

Em um estudo recente de um grupo de pesquisa’ (dados preliminares e ainda
nao publicados) foi demonstrada uma tendéncia de que pacientes com OA
apresentem quase o dobro do grau de inibicdo muscular (Figura 1) e redugéo da
atividade eletromiografica dos extensores do joelho (Figura 2) quando comparados

com idosos assintomaticos para a OA.

Inlblgéo Muscular (%)
(L]

SAUD OA EE
Grupos

Figura 1. Grau de inibicdo muscular entre idosos saudaveis (SAUD, assintomaticos) e
pacientes com OA (OA = sem intervencéo; EE = OA com estimulacdo elétrica no periodo
pré-intervencéo).

! Grupo de Pesquisa em Biomecanica e Cinesiologia (GPBIC) da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS).
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Grupos

Figura 2. Valores root mean square (RMS) médios do sinal eletromiografico (mV) do
musculo Quadriceps Femoral dos grupos saudavel (SAUD, assintomaticos) e OA (OA = sem
intervencéo; EE = OA com estimulacao elétrica no periodo pré-intervencgéo).

Além da inibicado muscular e da atividade elétrica do musculo quadriceps, 0s
pacientes do grupo OA apresentaram adaptacdes estruturais nesse musculo
condizentes com os efeitos deletérios da doenca. Mais especificamente, esses
pacientes apresentaram uma redugcado no comprimento dos fasciculos do musculo
vasto lateral, aumento no angulo de penacdo dos fasciculos e diminuicdo da
espessura muscular. Também foi encontrada maior espessura do tecido adiposo
subcutaneo.

Essas adaptacdes estruturais também estdo associadas com hipotrofia
muscular (reducédo do trofismo do musculo) e o processo de redugcdo da massa
muscular conhecido como sarcopenia (NARICI et al., 2003, KARAMANIDIS &
ARAMPATZIS, 2005, 2006). A associagcao de todos esses fatores leva a uma
reducdo da capacidade de produgcdo de forga muscular e fraqueza muscular,
culminando com reducdo da amplitude de movimento, menor mobilidade, maior
sedentarismo, maior dependéncia e incapacitagao.

Todos esses fatores sdo condizentes com o Modelo de Plasticidade
Neuromuscular de Uso Reduzido, no qual o envelhecimento esta inserido

juntamente com a lesdao, a imobilizagdo, o repouso no leito e o ambiente de



microgravidade (BIOLO et al., 2003). Essa reducao do uso do sistema de movimento
decorrente da presenca da OA reduz a estrutura e a capacidade funcional desse
sistema, aumentando a sobrecarga mecanica sobre as articulagdes, e aumentando
dessa forma o processo degenerativo. Portanto, acbes que possam intervir nesse
ciclo vicioso devem ser tomadas a fim de que se possa tentar estancar o processo
degenerativo e possivelmente reverter os efeitos deletérios da doenca.

Os estudos clinicos com a OA em humanos proporcionam evidéncia quanto a
presenca de sarcopenia e sensibilizacdo nociceptiva e a reversibilidade destes
processos (BAJAJ, 2001; KOSEK & ORDEBERG, 2000). Porém, estes estudos nao
avaliam diretamente o papel de mediadores quimicos e vias de transmissao
envolvidas na alta nocicepgao caracteristica da OA. Frente a auséncia de
informagédo, em estudos com humanos, a respeito dos mecanismos da dor
envolvidos neste processo, faz-se necessario desenvolver modelos animais de OA
de joelho (FELSON & SCHAIBLE, 2009).

Estes modelos animais s&o dedicados a elucidar os mecanismos
responsaveis pelos diferentes componentes da patologia articular e, sdo geralmente
provados por meio da modulacdo de genes (MUNOZ-GUERRA et al., 2004) ou
expressao de proteinas (JOHNSON & TERKELTAUB, 2004), injecao de citocinas
pré inflamatérias (HUI et al., 2003) ou da modulagdo de enzimas (KIKUCHI et al.,
1998); outros sao mecanicos, e.g., induzido por impacto ou sobrecarga, trauma
induzido ou cirurgicamente induzido por meio da instabilizagcdo da articulagao
(GUINGAMP et al., 1997). O modelo animal de OA do joelho induzido pela injecao
intra-articular de lodoacetato Monosédico (IM) apresenta boa reprodutibilidade e
mimetiza a dor caracteristica da OA em humanos (COMBE et al., 2004); estudos
farmacologicos indicam que este modelo pode ser util na investigacao da dor crénica
nociceptiva (ibid., 2004). Ainda, este modelo proporciona alteragbes morfolégicas e
comportamentais que podem ser comparadas as observadas na dor neuropatica,
onde ha a ativagdo de células da glia em estagios agudos (microglia) e crénicos
(astrocitos) apo6s a indugao da leséao por IM (SAGAR et al., 2011).

Desta forma, o presente estudo utilizou o modelo de monoartrite induzida pela
injecéo intra-articular de IM para estudar os mecanismos de dor e a reversibilidade
destes processos frente a uma TC e ndo farmacolégica (ie., LBP e EEA). E

importante salientar que os modelos em animais apresentam como principal



desvantagem que a doencga se desenvolve em dias ou semanas, e em humanos
ocorre ao longo de décadas antes de tornar-se clinicamente aparente (AMEYE &
YOUNG, 2006). Uma vez que a origem da dor na OA ainda ndo é muito bem
entendida, ou seja: nao é claro se a dor esta associada ao comego ou a progressao
da patologia (POOLE et al., 2010), ainda ndo ha uma relagéo clara entre os testes
clinicos de imagem e a presenca da dor (relagdo néo conclusiva entre edema da
medula 6ssea e a dor; YUSUF et al., 2011) e, finalmente, o estado doloroso gerado
pela OA apresenta um fator psicossocial importante (TURK, 2003); é de fundamental
importdncia que as vias neurais especificas e responsaveis pela geracdo e
modula¢cdo do estado doloroso ao nivel celular sejam melhor entendidas (e.g.,
sensibilizacdo central e periférica). Desta forma, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o efeito da TC sobre o comportamento de ratos submetidos a um modelo
experimental de OA de joelho. A principal hipétese testada foi de que a TC melhora
o desempenho de animais submetidos ao modelo experimental de OA de joelho em

testes de comportamento relacionado a sensagao dolorosa.



2 Referencial teodrico

2.1 Mecanismos que contribuem para a dor articular

A dor tem um papel fundamental nos déficits psicolégico e funcional relativos
a OA do joelho. As articulagbdes sao ricamente inervadas por uma variedade de
fibras sensoriais, tanto de alto, quanto de baixo limiar de excitabilidade, as quais
transmitem a informacgao para o sistema nervoso central. As aferéncias de alto limiar
de excitabilidade terminam na membrana sinovial e no periésteo, e normalmente
respondem apenas ao movimento articular além da amplitude fisiologica (FELSON &
SCHAIBLE, 2009) (Figura 3). Ainda, a dor da OA degenerativa apresenta
similaridades e diferengas em relagdo a dor da artrite inflamatéria, na OA a dor &
usualmente localizada na articulagdo acometida pela OA, porém, pode ser referida,
e.g., OA de quadril pode causar dor no joelho. A intensidade da dor pode ser variada
e € normalmente amplificada pelo exercicio fisico e aliviada durante o descanso
(FELSON & SCHAIBLE, 2009). Outra variedade peculiar de dor em pacientes com
OA é a dor noturna (SCOTT, 2006). A inflamagédo constitui um processo de
fundamental importancia no quadro doloroso e na fisiopatologia da OA degenerativa.

A inflamacdo da articulacdo é caracterizada pela hiperalgesia e dor
persistente em repouso, usualmente mal localizada (KELLGREN & SAMUEL, 1950;
KELLGREN, 1939; LEWIS, 1938). A localizagdo da dor relacionada a OA é foco de
discusséo, uma vez que a cartilagem nao é inervada (SCHAIBLE & GRUBB, 1993) e
ha uma fraca correlagdo entre os parametros radiolégicos (e.g., estreitamento do
espaco articular e ostedéfitos) e a ocorréncia de dor articular (SCOTT, 2006). Um
estudo recente analisou a articulagédo do joelho acometido pela OA por meio de
imagens de ressonancia magnética (MRI) e raio X (YUSUF et al., 2011); os
resultados indicaram que a articulagdo acometida pela OA dolorosa apresenta mais
anormalidades visiveis em MRI do que em raio X, tais como: a hipertrofia e o
derrame na membrana sinovial € o edema da medula éssea subcondral (os quais

podem elevar a pressao intra-6ssea; FELSON, 2005).



Membrana sinovial

Membrana sinovial

Cartilagem hialina

Figura 3. (a) Corte sagital da articulagdo do joelho humano?® a destruicdo progressiva da
cartilagem hialina (aneural) resulta em sobrecarga direta sobre o peridésteo (ricamente
inervado). A hipertrofia e derrame na membrana sinovial s&o indicativos da articulagdo com
OA dolorosa (FELSON, 2005). (b) Corte sagital da articulagdo do joelho de ratos Wistar. (a)
céndilo femoral, (b) tibia, (c) patela e (d) menisco.

Nao obstante, podemos afirmar uma relagcéo entre a dor na OA e o processo
inflamatério evidenciada pela analise de MRI (FELSON, 2005). As propriedades de
disparo dos nociceptores articulares refletem estes fenémenos subjetivos de dor
articular (GUILBAUD et al., 1985, SCHAIBLE & SCHMIDT, 1988, SCHAIBLE &
GRUBB, 1993). Na articulacado inflamada, aferéncias inicialmente sem sensibilidade
mecanica (nociceptores silenciosos) sdo sensibilizados e podem tornar-se sensiveis
aos estimulos mecanicos (SCHAIBLE & SCHMIDT, 1988). Fundamentalmente, os
neurénios com aferéncias para a articulagdo inflamada apresentam
hiperexcitabilidade (ou hiperalgesia) pronunciada ao estimulo mecéanico, tanto na
area afetada (hiperalgesia primaria) quanto em estruturas adjacentes nao afetadas
(hiperalgesia secundaria) (FELSON & SCHAIBLE, 2009). H4 uma redugéao do limiar
excitatorio (mecanico), em neurénios com alto limiar de excitagdo, e uma expansao
do campo receptivo. Este estado de hipersensibilidade € mantido durante a

inflamacéo crdnica (ibid., 2009).

2 Figura adaptada do software Netter Interactive Atlas of Human Anatomy.



Esta sensibilidade exacerbada a dor resulta do aumento da sensibilidade dos
neurdnios nociceptivos primarios (hiperalgesia primaria; SCHAIBLE, 2006a, 2006b)
e hiperexcitabilidade dos neurdnios nociceptivos do sistema nervoso central
(hiperalgesia secundaria; FELSON & SCHAIBLE, 2009). Os neurbnios sé&o
controlados por meio de inibicdo descendente, a qual se apresenta aumentada
durante a fase aguda da inflamacao (por meio do /oop e alga espinobulbospinal;
Figura 4, DMELO & DICKENSON, 2008).

O circuito descendente que modula a dor recebe aferéncias de multiplas
areas, incluindo o hipotalamo, a amidala, o cortex cingular rostral anterior, chegando
a Substancia Cinzenta Periaquedutal (SCP) e com aferéncias da SCP para a medula
espinal. Os neurdnios do nucleo da rafe e nucleo reticular gigantocelular, que estao
incluidos na regiao do bulbo ventromedial rostral (BVR), direcionam suas aferéncias
para o corno dorsal da medula espinal para diretamente ou indiretamente aumentar
ou diminuir o trafico nociceptivo, alterando a experiéncia dolorosa (OSSIPQV et al.,
2010). Estas vias descendentes sao responsaveis por este processo de
antinocicepgcdo mediado, por exemplo, pela liberacdo de opidides enddgenos ou
noroadrenalina e serotonina; ou pelo processo de facilitagdo da nocicepgao
mediado, por exemplo, pela liberagdao de serotonina no corno dorsal da medula
espinal (Figura 4).

Figura 4. Vias nociceptivas da periferia ao encéfalo. Fibras aferentes primarias (tipo A, Ad
e C), cujos corpos celulares encontram-se no ganglio da raiz dorsal (GRD), transmitem
impulsos nervosos da periferia ao corno dorsal da medula espinal. Neur6nios de segunda
ordem da via nociceptiva (neurdnio especifico para nocicepcdo; NS) encontram-se
principalmente nas laminas superficiais do corno dorsal da medula espinal (laminas I-l),
enquanto neurdnios de amplo espectro de resposta (neurénio de nocicepg¢do nao especifico;
WDR) localizam-se profundamente (lamina V). Neurdnios de projecdo da lamina | inervam
regides do nucleo parabraquial (NP) e a substancia cinzenta periaquedutal (SCP), as quais
se comunicam com areas do sistema limbico. Deste ponto, vias descendentes (setas
amarelas) sdo ativadas, estas partem dos nudcleos do tronco encefalico, e.g., bulbo
ventromedial rostral (BVM) e, modulam o processamento nociceptivo espinal. Neurénios da
ldamina V projetam-se principalmente para o talamo (trato espinotalamico), a partir disto
varios neurénios corticais sdo ativados, os quais compde a “matriz da dor’ (cortex
somatossensorial primario e secundario, cortices insular, cingulado anterior e pré-frontal).

Fonte: adaptado de D'MELLO & DICKENSON, 2008.
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Na medula espinal varios transmissores e mediadores quimicos contribuem

para a geracdo e manutencdo da hipersensibilidade dos circuitos medulares
causada pelo processo inflamatério (FELSON & SCHAIBLE, 2009). O processo de
sensibilizacdo ocorre em neurbnios da medula espinal por meio de alteragcbes
neuroplasticas atividade-dependente. A estimulacao repetitiva de fibras tipo C pode
aumentar a resposta sinaptica aguda (MENDELL & WALL, 1965) ou crénica
(potenciacao de longa duracéo; LTP; SANDKUHLER, 2000). Neste processo, tanto o
aumento de mecanismos excitatérios, quanto a redugdo de mecanismos inibitorios
(e.g., por apoptose ou interneurénios inibitorios) estdo envolvidos (SCHAIBLE,
2006a, 2006b). Ainda, estdo envolvidos neste processo tanto neurbnios quanto
células da glia (INGLIS et al., 2007; SUN et al., 2007; WATKINS & MAIER, 2005)
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Os principais agentes envolvidos com a dor, em especifico a dor na OA séo:
citocinas, neuropeptideos, canabindides e sensibilizacdo central. No processo de
inflamagédo da articulagcdo muitas fibras mecanoinsensitivas tornam-se
mecanosensitivas e, contribuem para as aferéncias nociceptivas na medula espinal
(SCHAIBLE, 2006a). Diversos mediadores inflamatérios classicos, e.g., bradicinina e
prostaglandinas (SCHAIBLE, 2006b), as citocinas (interleucina-6; IL-6; BRENN et al.,
2007; fator de necrose tumoral a; TNF-a; BOETTGER et al., 2008) estao envolvidos.
Como consequéncia desta sensibilizagdo periférica ha maior liberagao intra espinal
de glutamato (principal neurotransmissor das aferéncias nociceptivas; SORKIN et al.,
1992), do neuropeptidio substancia P, da neurocinina A, do peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP; co-transmissor em aferéncias primarias e
interneurénios), e da prostaglandina. Ainda, em um estudo sobre o conteldo de
neuropeptidios das aferéncias da articulagcdo do joelho para a medula espinal, Salo
& Theriault (1997) constataram que 10% destas células expressam o neuropeptidio
substancia P e 33% o CGRP. Estas substancias sdo responsaveis pela geracao e
manutencao da hipersensibilidade em nivel medular.

Os mecanismos celulares por meio dos quais a sensibilizacao periférica
ocorre, envolvem alteragbes nos receptores ou canais iénicos e no fenétipo quimico
da célula (WOOLF & COSTIGAN, 1999). Alguns mediadores como a bradicinina,
atuam nos mecanismos de dor pela ativacao direta de nociceptores, outros sao
considerados agentes sensibilizadores. Isto pode resultar na alteragdo da
sensibilidade de moléculas dos receptores ou na modulacdo de canais iénicos
dependentes de voltagem. O glutamato liberado no terminal pés sinaptico pode
ativar canais do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA) e receptores nao-NMDA. Quando
os canais tipo NMDA séo ativados, em condi¢des especiais de estimulagdo, ha um
influxo de calcio para o neurdnio levando a um processo de plasticidade neural, i.e.,
LTP. Ainda, foi observado que os receptores tipo NMDA respondem principalmente
aos estimulos nociceptivos (NEUGEBAUER et al., 1993). Desta forma, os receptores
de glutamato desempenham um papel importante na geracdo e manutencédo da
hiperexcitabilidade devido ao processo inflamatério, inclusive nas alteragbes de
longa duracao. Outros agentes também participam de maneira importante.

As prostaglandinas aumentam os niveis de AMPc intracelular e podem

aumentar a sensibilidade de nociceptores ao diminuir o limiar de excitagdo dos
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canais de sodio pela via da proteina cinase A (Figura 5b; ENGLAND et al., 1996).
Ainda, a aplicagcdo experimental da prostaglandina E2 (PGE2) apresentou efeito
sensibilizador dos nociceptores aos estimulos mecanico e quimico (SCHAIBLE &
GRUBB, 1993). As citocinas sdo mediadoras das interagbes entre as células e
participam de maneira importante no inicio e no desenvolvimento de diversas
doencas crénicas (FELSON & SCHAIBLE, 2009).
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Figura 5. Desenho esquematico dos mecanismos de sensibilizacdo periférica. (a) Dor
aguda: o estimulo nocivo ativa uma série de receptores com alto limiar de excitabilidade,
resultando na propagacdo de potenciais de acdo pelo axénio; (b) Fase inicial da
sensibilizacdo: mediadores, como a prostaglandina E2 (PGE2) ativam cinases para fosforilar
receptores ou canais idnicos e diminuem o limiar excitatério (seta tracejada); e (c) Fase final
da sensibilizacdo: inducido de genes em resposta aos fatores de crescimento resultando em
alteracéo do fenétipo celular.

Fonte: adaptado de FELSON & SCHAIBLE, 2009.

Na Figura 5 é apresentado um desenho esquematico da contribuicdo dos
nociceptores periféricos, com foco no processo de sensibilizagado periférica. Na dor
aguda (a) o estimulo nociceptivo ativa uma série de receptores com alto limiar de
excitabilidade, como resultado ha a propagacgéao de potenciais de agao nos axdnios.

Na fase inicial da sensibilizacdo (b) mediadores, e.g., PGE2, ativam proteinas
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cinases para fosforilar receptores ou canais idnicos, assim, ocorre uma diminuigao
do limiar de excitabilidade nestas células. Na fase final da sensibilizagao a resposta
de genes aos fatores de crescimento resulta em alteragdo no fendtipo celular. O
estado da arte aponta, principalmente, para a metilagdo do DNA como sendo
responsavel pela alteracdo epigenética associada a OA (ROACH et al, 2011).
Ainda, a participagdo de canais do tipo TRPA1 tem sido foco de estudos recentes
envolvendo a dor e o seu controle farmacolégico (McGARAUGHTY et al., 2010;
CHEN et al., 2011). Estes receptores parecem ser de fundamental importancia na
transmiss&o neuronal de estimulos mecanicos.

O receptor TRPA1 parece ser expresso exclusivamente em neurbénios
nociceptivos primarios e pode ser ativado indiretamente em resposta aos
mediadores inflamatérios (McGARAUGHTY et al, 2010). No processo de
sensibilizacdo dos nociceptores periféricos, caracteristico da fisiopatologia da OA de
joelho, a ativacdo ou sensibilizagcdo dos canais tipo TRPA1 pelos diferentes
mediadores inflamatérios pode contribuir para a diminuicdo do limiar nociceptivo e
consequentemente para a hiperalgesia inflamatéria. O efeito do agonista seletivo do
canal TRPA1, o A-967079, foi observado na atividade neuronal medular em modelo
animal de OA (McGARAUGHTY et al., 2010). Os autores concluiram que o bloqueio
dos receptores TRPA1 interrompe a transmisséo de estimulos de alta intensidade
para a medula espinal, tanto em animais saudaveis, quanto em animais submetidos
a um modelo de OA. Desta forma, os receptores TRPA1 desempenham um papel
importante na mecanocepcgao, tanto em condicao normal, quanto patolégica. Em
outro estudo, Chen et al. (2011) analisaram o efeito do bloqueio seletivo dos canais
TRPA1 em modelo de dor osteoartritica em ratos (antagonista A-967079; CHEN et
al., 2011); os autores concluiram que o bloqueio seletivo dos canais TRPA1 diminuiu
a dor na OA de joelho, sugerindo que o bloqueio seletivo do TRPA1 pode ser uma
estratégia interessante para a controle da dor nessa patologia.

Outro mecanismo que contribui para a dor articular caracteristica da OA pode
ser comparado ao da dor neuropatica crénica: o mecanismo de sensibilizagao
central (SAGAR et al.,, 2011). A atividade sustentada e repetitiva das aferéncias
primarias da articulagao do joelho resulta em alteragbes substanciais da fungcéo e da
atividade de vias de transmissédo em nivel espinal e supra espinal (FELSON &

SCHAIBLE, 2009). Apesar de ser primariamente modulada por neurotransmissores,



13

a atividade destas vias pode ser modulada pelos mesmos mediadores inflamatérios
envolvidos na sensibilizagao periférica; nestas circunstancias os mediadores sao
oriundos de células nao neuronais, incluindo a microglia e o astrécito (WATKINS &
MAIER et al., 2005). A glia pode ser ativada pelas aferéncias nociceptivas por meio
da liberacdo de substancia P, 6xido nitrico, ATP, prostaglandinas, aminoacidos
excitatorios ou fractalcina no corno dorsal da medula espinal e, quando ativada,
pode liberar citocinas pré-inflamatérias (e.g., TNF, TGF, IL-1, IL-6 e IL-10) e
sintetizar diversos outros componentes relacionados a sensibilizacao de neurdnios
sensoriais (SCHOLZ & WOOLF, 2007). Como resultado pode ocorrer a formacao de
espécies reativas de oxigénio, a producdo de Oxido nitrico, a liberacdo de
prostaglandinas, aminoacidos excitatérios e ATP (WATKINS & MAIER et al., 2005).
Finalmente, esta série de eventos pode levar ao aumento da liberacdo de
transmissores relacionados com a nocicepgao, a uma upregulation dos receptores
tipo AMPA e NMDA ou alteragdo em sua condutividade e a uma excitabilidade
neuronal aumentada (WATKINS & MAIER et al., 2005). Na Figura 6, € mostrado um
esquema simplificado dos mecanismos da sensibilizagao central.

A ativacdo da microglia e do astrécito na medula espinal é relatada em
diversos modelos de dor crbnica, e sua contribuicao para mecanismos pré-
inflamatoérios medulares de sensibilizagdo central sdo bem descritos na literatura (ver
referéncias em WOOLF & SALTER, 2006). Em relagdo a OA de joelho, uma teoria
foi postulada em um modelo animal de monoartrite de joelho por IM (ratos Sprague
Dawley machos; SAGAR et al., 2011); as alteragbes foram comprovadas por meio
de técnicas histolégicas com marcagao por Iba1 (microglia) e imunofluorescéncia
para GFAP (astrécito). A presengca de microglia e astrécito ativados na medula
espinal, neste modelo de OA de joelho, foi correlacionada significativamente com
testes comportamentais de hiperalgesia primaria (teste da descarga de peso) e
secundaria (teste dos monofilamentos de Von Frey) (SAGAR et al., 2011). Ainda,
neste estudo ocorreu a ativagao de células da glia em estagios agudos (microglia, a
partir do 7° dia) e crénicos (astrocitos, 28° dia) apds a indugéo da lesdo (SAGAR et
al., 2011), comportamento compativel ao encontrado durante os estagios da dor
neuropatica (MCMAHON et al., 2005).
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Figura 6. Desenho esquematico dos mecanismos de sensibilizagdo central. Contribui¢cao
dos neurénios da medula espinal para a dor. (a) Dor aguda: a ativacio de receptores do tipo
AMPA pelo glutamato, note o bloqueio do canal tipo NMDA pelo ion Mg*: (b) Fase inicial da
sensibilizacdo: a ativacdo dos canais tipo NMDA apds a repulsio do ion Mg?* para o espaco
extracelular e acdo via substancia P sobre os receptores NK1; e (c¢) Fase final da
sensibilizacdo: inducdo de genes com producdo de prostaglandinas aumentada e outros
mediadores locais agindo sobre receptores relevantes. Modulagdo por meio de
inibicao/facilitagdo descendente.

Fonte: adaptado de FELSON & SCHAIBLE, 2009.
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2.2 Neurodnios reativos a estimulagcdo mecanica da articulagao

A inervacao relativa a articulagdo do joelho de gatos, ratos e macacos chega
a medula espinal através de diversas raizes dorsais, desta forma, projeta-se por
varios segmentos medulares (FELSON & SCHAIBLE, 2009). Em um estudo sobre o
numero e distribuicdo das aferéncias da articulagao do joelho para a medula espinal,
Salo & Theriault (1997) constataram que a maior quantidade de corpos neuronais
destas aferéncias encontra-se, principalmente, nos GRDs relativos as regides L3 e
L4 da medula espinal (ratos Wistar. 44% das aferéncias para GRD de L3, 43% das
aferéncias para GRD de L4 e 7% das aferéncias para GRD de L5). Devido a essa
abrangéncia, as aferéncias articulares influenciam neurdnios sensoriais e vias
reflexas em diversos segmentos da medula espinal. Na substancia cinzenta da
medula espinal, as aferéncias advindas da articulagdo do joelho projetam-se para a
ldmina basal | e para as profundas V-VII (SCHAIBLE & GRUBB, 1993).

As aferéncias mecanoceptivas sao processadas nos neurbnios do corno
dorsal que respondem somente a estimulacdo mecanica dos tecidos profundos, ou
em neurbnios que respondem a estimulos tanto do tecido profundo quanto do
superficial. O campo receptivo de um neurénio da medula espinal nao é limitado a
regido da articulacao podendo se estender para regides adjacentes, e.g., o neurénio
pode ser ativado tanto por pressao aplicada a articulagao do joelho quanto a pressao
aplicada no musculo Quadriceps Femoral. Ainda, alguns neurdnios da medula
espinal podem apresentar um campo receptivo bilateral (SCHAIBLE & GRUBB,
1993).

Em relacdo ao limiar de excitacdo devido a um estimulo mecéanico, os
neurdénios de segunda ordem na medula espinal podem ser especificos para
nocicepgao (NS) ou néo especificos para nocicepgao (WDR) (conforme descrito na
Figura 4). Os neurbénios NS respondem somente aos estimulos intensos, ie.,
pressao intensa ou movimento além da amplitude fisiolégica articular, por outro lado,
os neurénios WDR respondem tanto a estimulo in6cuo quanto nocivo. Os neurdnios
NS apresentam pequeno campo receptivo e restrito aos tecidos profundos da
articulagéo e musculo e, eles nao apresentam campo receptivo na pele (SCHAIBLE
& GRUBB, 1993, SCHAIBLE, 2006a, 2006b). Ainda, os neurénios NS s&o
encontrados principalmente na camada superficial do corno dorsal da medula

espinal (laminas I-II), enquanto a maior parte dos neurénios WDR esta localizada na
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ldmina profunda (ldmina V; rever Figura 4) (D'MELO & DICKESON, 2008). Estes
neurdnios recebem a informagdo do neurdnio aferente primario, os NS recebem
apenas aferéncias nociceptivas (fibras do tipo tipo Ad e C) e os WDR recebem
informagdes das fibras AB, Ad e C.

Os neurdnios de segunda ordem que recebem aferéncias da articulagao
projetam-se para diferentes niveis supra espinhais, e.g., cerebelo, talamo, formacao
reticular, ou intra espinhais, e.g., interneurénios e motoneurénios (SCHAIBLE &
GRUBB, 1993). As projecdes que ascendem para o talamo apos se dirigem para o
trato espino talamico, e ativam os sistemas talamo corticais responsaveis pela
sensacgao de dor (matriz da dor; D’'MELO & DICKENSON, 2008). Por exemplo, foi
comprovado que em gatos neurénios com o corpo celular no corno dorsal de medula
espinal pertencem ao trato espino reticular e, respondem predominantemente a
estimulacdo mecanica nociva do tecido profundo (FIELDS et al., 1977, MEYERS &
SNOW, 1982).

As projecbes segmentares sao importantes, pois regulam os movimentos e
protegem o sistema motor de estimulos nocivos. Um estimulo nocivo na regiao do
joelho, por exemplo, pode resultar em um reflexo de retirada (WOOLF & WALL,
1986). Durante o processo inflamatério os reflexos medulares sdo aumentados
(WOOLF & WALL, 1986; FERRELL et al., 1998; HE et al., 1988). A disfungao
articular e a deformacao ligamentar pode resultar em espasmos musculares
(MENSE, 1997). Porém, ha evidéncia de que o padrao de resposta reflexa dos
motoneurénios y encontra-se alterado durante a inflamagao, desta forma sao
gerados reflexos inibitérios (HE et al., 1988). Essa ac¢do antagonista entre aumento e
inibicdo da resposta reflexa pode resultar em um equilibrio do sistema de
movimento, onde a perna com a articulagao do joelho inflamado é mantida em uma
posicao neutra em que os estimulos nociceptivos sdo minimizados (FELSON &
SCHAIBLE, 2009). Com base no que foi descrito acima, podemos entender melhor a
presenca da inibicdo muscular em pacientes com OA de joelho (ver capitulo 1).

Portanto, os neurénios reativos a estimulacdo mecanica da articulagado séo
controlados pela aferéncia primaria (o estimulo mecanico), por propriedades
intrinsecas dos neurdnios e células da glia na medula espinal, pela circuitaria local e

por vias descendentes.
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2.3 Terapia combinada no tratamento da osteoartrite de joelho
No presente estudo, a TC para o tratamento da OA consistiu na utilizagéo da

LBP e da EEA, como veremos a seguir.

2.3.1 Laserterapia de baixa poténcia

Os lasers podem ser classificados em dois grupos: Lasers de Baixa Poténcia,
com poténcia inferior a 1 Watt (utilizados para a LBP); e Lasers de Alta Poténcia,
com poténcia superior a 1 Watt (LAP - Laserterapia de Alta Poténcia). Os lasers de
alta poténcia possuem finalidade cirdrgica, sendo utilizados para corte,
carbonizacgao, vaporizagao, coagulacdo ou desnaturacao de proteinas, através de
efeito fototérmico (CHAVANTES & JATENE, 1990). Os lasers de baixa poténcia, ou
nao-cirurgicos, servem para propoésitos diagnésticos e terapéuticos, isolados ou em
conjunto com outros tratamentos, sendo empregados na regularizagao de processos
fisiolégicos como a cicatrizacdo e a inflamagéo, através de efeitos atérmicos
(BASFORD, 1995).

A acao terapéutica da LBP tem sido alvo de pesquisas desde a década de 60,
onde Mester (1966) langou o conceito de efeito bioestimulatério, demonstrando
pioneiramente os efeitos desta modalidade na aceleracao da reparacgéo tecidual de
feridas cutédneas. A bioestimulacdo laser refere-se a aplicacdo de energia
eletromagnética pela LBP aos tecidos biologicos, influenciando as fungdes celulares
e alterando atividades bioquimicas, fisiolégicas e proliferativas. Porém, devido ao
efeito dose-dependente da LBP, tanto a estimulacdo quanto a inibicado sdo possiveis
de acontecer. Assim, hoje se utiliza o termo biomodulagdo, dividindo-se este
existéncia de uma “janela terapéutica” de agéo estimulatéria da LBP, onde doses
inferiores a este limiar nada provocam enquanto doses excessivas promovem efeitos
inibitorios.

Ao longo dos anos, inumeros trabalhos tém relatado o efeito cicatrizante da
LBP em feridas cutaneas (AL-WATBAN & ZHANG, 1999; AL-WATBAN et al., 2007),
regeneracgao de tecidos tendinosos (ENWEMEKA & REDDY, 2000; OLIVEIRA et al.,
2009), musculares (BIBIKOVA & ORON, 1994) e nervosos (ROCHKIND, 2009a,
2009b), além do efeito analgésico (FERREIRA et al., 2005; BJORDAL et al, 2006,
2007) e anti-inflamatério (PESSOA et al., 2004; LOPES-MARTINS et al., 2005).
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A LBP foi introduzida como uma alternativa n&o invasiva no tratamento da OA
ha mais de 20 anos, conforme revelam estudos de revisao sistematica (veja abaixo).
Desde entdo, uma série de estudos vém utilizando a LBP no tratamento desta
condicao patoldgica. Os autores utilizaram diferentes abordagens metodolégicas e
variados protocolos de tratamento com a LBP, associados ou nao a outras
modalidades de tratamento de origem fisica (como o exercicio) e/ou farmacolégica.

Bjordal et al. (2003), em sua revisao sistematica sobre a utilizacdo da LBP na
reducao da dor em lesbes articulares crénicas, explicita as razbes pelas quais 0s
resultados aparecem de maneira tao conflitante na literatura. Dos 20 estudos pré-
selecionados, 14 (695 pacientes) foram  considerados adequados
metodologicamente para andlise, sendo que somente 11 (565 pacientes) utilizaram
parametros de aplicagédo recomendados. Entretanto, embora os autores atestem que
a heterogeneidade das metodologias utilizadas exija cautela na interpretacédo dos
resultados, a LBP parece ser uma modalidade efetiva na redugéo da dor nas lesbes
articulares crénicas.

Um abrangente ensaio clinico (GUR et al., 2003) foi publicado ho mesmo ano
do artigo anteriormente citado, ndo sendo incluso, portanto, entre os trabalhos
avaliados. Neste estudo, 90 pacientes com diagnéstico de OA de joelho (18 homens
e 72 mulheres), com média de 59 anos de idade, foram divididos em trés grupos:
dois grupos que receberam LBP diariamente durante as duas primeiras semanas (10
sessdes; 2 pontos por sessao; 2 J ou 3 J por ponto, conforme alocagdo nos grupos)
de um protocolo de 14 semanas de reabilitacdo com exercicios de fortalecimento
muscular; e o outro grupo que recebeu aplicacdo placebo nas duas primeiras
semanas do mesmo protocolo de reabilitacdo com exercicios. Os resultados
mostraram-se bastante favoraveis a LBP, de modo que os grupos que receberam a
aplicacao efetiva demonstraram alivio da dor mais precocemente e de maneira mais
acentuada ao término do tratamento. Resultados semelhantes foram observados em
relacéo a funcionalidade do segmento tratado e a qualidade de vida dos pacientes.

A revisao sistematica de Brosseau et al. (2005), especifica sobre LBP e OA,
apresenta os resultados conflitantes da literatura. Os autores consideraram para
avaliacao apenas 8 trabalhos (405 pacientes), dos quais 5 apresentaram resultado
positivo para a LBP no alivio de dor em relacdo ao placebo, enquanto 3 nao

demonstraram diferencas entre as modalidades. Segundo os autores, apesar de
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haver indicios favoraveis em relacdo ao alivio da dor, fatores relacionados aos
diferentes parametros de LBP (comprimento de onda, tempo de tratamento, dose,
sitio de aplicacao, etc.) e distintas abordagens utilizadas pelos diferentes autores
ainda nao possibilitam retirar conclusées definitivas sobre os efeitos da LBP no
tratamento da OA.

Bjordal et al. (2007), em sua meta-analise quanto a eficacia de intervengdes
fisicas sobre o joelho artritico doloroso, fazem ressalvas semelhantes ao estudo
supracitado. Os autores apontam as diferencas metodolégicas, o numero
insuficiente de participantes de alguns estudos e a falta de padronizacdo nos
parametros utilizados na LBP como fatores limitantes na obtengdo de resultados
conclusivos. Entretanto, concluem que tratamentos com duracao de tempo entre 2 a
4 semanas parecem ser benéficos no alivio da dor de pacientes com OA, indo de
encontro aos seus achados em um trabalho de revisdo sistematica sobre LBP e dor
aguda (BJORDAL et al. 2006), onde demonstram que doses adequadas de LBP
produzem efeitos anti-inflamatérios e analgésicos significativos e semelhantes a
medicamentos anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINESs).

Hegedus et al. (2009) dividiram 27 pacientes de OA em dois grupos que
receberam LBP ou placebo 2 vezes por semana durante 4 semanas. Os pacientes
do grupo intervencao receberam 6 J por ponto em um total de 8 pontos por sessao,
sem que nenhum outro tipo de terapia fisica ou farmacolégica fosse associada no
tratamento da OA. Como resultado, os autores observaram que o grupo que recebeu
LBP apresentou significativa redu¢do na dor e aumento de amplitude de movimento
articular, sendo que estes achados positivos foram preservados até dois meses apos
o término do tratamento.

Embora o mecanismo exato da redugao da dor pela LBP nao tenha sido
determinado, Brousseau et al. (2000) acreditam que o sucesso da LBP no
tratamento da OA se deva a varios mecanismos desencadeados a partir dos efeitos
fisiolégicos mediados pela fotoestimulagdo em nivel celular. A LBP ja se mostrou
efetiva no estimulo da sintese de proteoglicanos e colageno na cartilagem em
estudos envolvendo animais (HERMAM et al., 1988; REED et al., 1994). Segundo
achados de Bassleer et al. (1985), em experimento com células cartilaginosas
humanas cultivadas in vitro, este efeito estimulatério da LBP sobre a cartilagem pode

ser extrapolado para o modelo humano. Gur et al. (2003) levantam outras hipéteses
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para o alivio da dor pela aplicagdo de LBP. Segundo estes autores, alguns
pesquisadores acreditam que o efeito anti-inflamatério da LBP observado em
estudos com artrite reumatoide pode explicar o alivio da dor nos pacientes com OA
submetidos a LBP. Também se acredita que o aumento do aporte sanguineo local,
levando a reducdo do edema e melhor oxigenagcéo dos tecidos, podem contribuir
para a reparagao do tecido cartilaginoso. Além disso, evidéncias de efeitos sobre a
estimulacdo nervosa periférica, interrompendo o mecanismo de propagacgao do sinal
doloroso, também poderiam estar relacionados ao efeito analgésico da LBP.

Conforme descrito acima, a LBP parece ser uma técnica nao invasiva de facil
utilizacdo com efeitos promissores no combate da dor e dos efeitos deletérios da OA
sobre o tecido cartilaginoso (processo inflamatério, redugéo da biossintese celular,
reducdo da matriz cartilaginosa). Entretanto, estudos sistematicos necessitam ser
desenvolvidos no sentido de determinar metodologias adequadas para o uso crénico
dessa terapia com o objetivo de intervir na génese e no agravamento da OA.

Em um estudo experimental o efeito da LBP na cicatrizagéo de ferimentos foi
comprovado. Ocorreu uma reducao da reacao inflamatéria, aumento da deposicao
de colageno e maior proliferacdo de miofibroblastos (ratos Wistar, MEDRADO et al.,
2003). Em um estudo recente o efeito da LBP transcranial em modelo animal de
doenca de Alzheimer foi avaliado, como resultado foi encontrado uma diminuicéo da
formacéo das placas amildides e aumento da fungdo mitocondrial (McCARTHY et
al., 2011). Em relacdo a OA, o efeito da LBP sobre a regeneragdo da cartilagem
articular foi comprovado; o resultado indica maior reposicdo dos condrécitos
articulares no grupo tratado (coelhos; CHO et al., 2004). Em outro estudo, os autores
relatam o efeito da LBP sobre a regeneragéo da cartilagem apenas em menores
doses (coelhos; 692,6 nm e 1 J.cm™?; PFANDER et al., 2006). Ainda, outros estudos
encontraram aumento da biossintese da matriz cartilaginosa em modelo quimico de
OA (ratos Wistar, papaina; LIN et al., 2006) e aumento das proteinas de estresse em
condrdcitos articulares sobre o efeito do mesmo modelo quimico de OA (ratos
Wistar, papaina; LIN et al., 2004).

Em uma revisao sistematica Chow et al. (2011) identificaram uma série de
efeitos inibitérios da LBP sobre diversos modelos de lesdo nervosa periférica, onde
ocorreu a reducao da dor aguda pela inibicao direta de nociceptores. Na dor crénica,

alteracdes em nivel medular, induzidas pela irradiacdo do laser podem resultar em
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uma depressao de longa duragéo (LTD) da dor (CHOW et al., 2011). Ainda, estes
autores concluem que ha um prejuizo na condugéao neural, principalmente das fibras
Ad e C, i.e., rompimento do citoesqueleto, diminuicdo da oferta de ATP, e déficit na
conducao nervosa dos nociceptores; estes fatores podem ser responsaveis pelos
efeitos inibitérios da LBP na fungao nociceptiva (ibid., 2011).

O efeito da LBP sobre a dor crénica em modelo animal apés a compressao do
nervo ciatico foi comprovado, quando ocorreu uma redugdo da dor no teste
comportamental® empregado. Este efeito foi observado em animais tratados com
duas doses diferentes de LBP (830 nm e 4 J.cm™; 830 nm e 8 J.cm™; BERTOLINI et
al., 2011a). Ainda, em um estudo deste mesmo grupo de pesquisa foi realizada a
avaliacao funcional da nocicepc¢ao do joelho de ratos tratados com LBP e natacéo
(exercicio forcado; BERTOLINI et al, 2011b). O resultado indica que a LBP
apresentou efeitos analgésicos, enquanto a natagéao produziu aumento do quadro de
dor, o qual foi parcialmente revertido com o uso do laser associado (teste
comportamental; ratos; BERTOLINI et al., 2011b).

Em cultura de células, o efeito inibitdério da LBP sobre a produgcéo de PGE2 e
COX-2 foi comprovado (SAKURAI et al., 2000). Ainda, diversas pesquisas em
modelos animais tém mostrado os efeitos da LBP na reducdo dos niveis de TNF-a
(ratos Wistar, reducao nao € dose LBP dependente; estudo em lesao pulmonar;
AIMBIRE et al., 2006), de COX-2 (ratos Wistar, tecido subplantar, ALBERTINI et al.,
2007), de PGE2 (810 nm ; efeito dependente do tempo de administragdo; CASTANO
et al., 2007), de fibrinogénio (ratas Suquia; modelo de OA de joelho induzida por
cristais de urato; CAMPANA et al., 2004), de edema (ratos Wistar, 30 mW; 660-684
nm ; BORTONE et al., 2008) e, de células inflamatérias (LOPES-MARTINS et al.,
2005).

2.3.2 Estimulacao elétrica artificial

A aplicagdo de energia elétrica para o tratamento da dor é historicamente
datada de milhares de anos aC. Os antigos egipcios e mais tarde os gregos e
romanos possuiam o conhecimento de que o peixe elétrico era capaz de gerar

choques elétricos para o alivio da dor. Nos séeculos XVIIl e XIX esses geradores

3 Teste comportamental que avalia o tempo de levantamento da pata acometida durante a marcha
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naturais de energia elétrica foram substituidos pelos dispositivos elétricos artificiais.
Em principio ocorreu a aplicagcado de correntes elétricas estaticas produzidas por um
gerador de atrito (e.g., gerador de Van de Graaff). Christian Kratzenstein (1723-
1795) foi o primeiro a aplica-las clinicamente, logo seguido por Benjamin Franklin
(1706-1790). Depois foi a época do galvanismo, método de aplicacdo de corrente
elétrica direta a pele através de meios quimicos. Na terceira fase, a corrente elétrica
foi induzida de forma intermitente e em dire¢des alternadas. Na quarta fase ocorreu
a utilizacéo de correntes de alta frequéncia. O século XIX foi a "idade de ouro" da
eletroterapia. Foi utilizada para inumeros procedimentos odontolégicos,
neurolégicos, psiquiatricos e ginecoldgicos. No entanto, no inicio do século XX a
eletroterapia caiu em desuso. Ela foi desconsiderada devido a falta de uma base
cientifica, além de ter sido utilizada indiscriminadamente por curandeiros e
charlatées. Além disso, o desenvolvimento de drogas analgésicas eficazes diminuiu
o interesse na eletricidade. Na segunda metade do século XX a eletroterapia passou
por uma revitalizagcdo. Com base em experiéncias com animais e investigacbes
clinicas, seus mecanismos neurofisiolégicos foram elucidados em mais detalhes
(texto adaptado de HEIDLAND et al., 2013)

A EEA tem sido utilizada para aumentar a capacidade de producgéo de forca
em individuos saudaveis (SOO et al, 1988; LIEBER & KELLY, 1991) e em
individuos portadores de enfermidades diversas (QUITTAN et al., 2001; ZANOTTI et
al., 2002), que apresentam redugcdao do uso da musculatura. Selkowitz (1989),
através de uma reviséo de evidéncias experimentais, concluiu que existem trabalhos
convincentes sobre o aumento de forga muscular através da EEA. Ainda, na
presenca da inibigado muscular caracteristica da OA, a EEA parece ser a principal
ferramenta para “acordar” o musculo quando o0 mesmo nao consegue responder ao
comando voluntario (FITZGERALD et al., 2004). A utilizagdo de um protocolo de
EEA pode resultar ndo apenas em adaptagdes estruturais e funcionais dos musculos
extensores do joelho, mas também rever os efeitos deletérios da OA sobre o sistema
neuromuscular. A inibicdo muscular caracteristica da OA leva a perda da fungao
contratil do musculo, similar aos modelos animais de denervagcdo muscular. Nestes
modelos, foi comprovado o efeito da EEA crénica onde um aumento de 39-66% na
area de secdo transversa muscular e 27-50% na forca isométrica maxima foram
constatados (coelhos; EEA 1h/dia, ondas de 20 ms, 4 mA, 20 Hz; ASHLEY et al.,
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2007). O efeito da aplicagédo de EEA crdnica sobre as propriedades contrateis dos
musculos foi estudado, onde foi observado um aumento na produgéo de forcade 7 e
20-55 vezes para os musculos Extensor Longo dos Dedos e Séleo, respectivamente;
ainda, as propriedades mecanicas musculares de tempo de contracdo e tempo de
relaxamento permaneceram inalteradas entre estes dois musculos (musculos
denervados de ratos; 3-8 semanas de EEA; al-AMOOD et al. 1991).

Além dos efeitos sobre a producgéo de forca e diminuicdo da atrofia muscular
devido a inibigdo muscular presente na OA, a EEA é utilizada no tratamento da dor
devido as neuropatias periféricas e em diversas modalidades de aplicacao além da
utiizada no presente estudo (estimulacdo elétrica neuromuscular transcutanea;
TENS, estimulagdo nervosa periférica e estimulagédo da medula espinal; DEER et al.
2012; WODLINGER et al., 2005). A acédo da eletricidade para aliviar a dor &
explicada em dois mecanismos principais: inibicdo segmentar de sinais de dor ao
tronco encefalico no corno dorsal da medula espinal, e ativagdo da via descendente
inibitéoria com maior liberacdo de opidides endogenos e outros mediadores
neuroquimicos (serotonina, a noradrenalina, acido gama-aminobutirico, acetilcolina e
adenosina) (HEIDLAND et al., 2013). Wodlinger et al. (2005) utilizaram um modelo
experimental em que um estimulo nocivo era aplicado na pata do animal, entdo a
resposta reflexa devido a este estimulo era mensurada (por meio de
eletromiografia); como resultado da aplicacdo de EEA neste modelo ocorreu uma
diminuicao da atividade eletromiografica induzida pelo reflexo de retirada; os autores
concluem que a atividade das fibras tipo C foi bloqueada pela aplicacdo de EEA
(estimulo sinusoidal aplicado no nervo Sural; coelhos; 130 Hz; WODLINGER et al.,
2005). Em um estudo clinico Deer et al. (2012) utilizaram a EEA dos GRDs em
pacientes com dor crénica, a diminuicdo da dor foi verificada apés 3-7 dias de
tratamento (utilizando a Escala Visual Analégica da dor - EVA). Em uma reviséo
sistematica Rutjes et al. (2009) concluem que nao foi possivel confirmar que a TENS
€ eficaz para alivio da dor; esta revisdo sistematica nao foi conclusiva,
principalmente devido ao pequeno numero amostral nos ensaios clinicos
considerados. Por outro lado, Elboim-Gabyzon et al. (2012) afirmam que a EEA
neuromuscular quando associada a um programa de exercicio fisico aumentou a
eficacia do programa de treinamento pela diminuicdo da dor e pelo aumento da

ativagéo voluntaria, mas nao foi encontrado efeito sobre o aumento da produgéo de
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forca muscular ou da performance funcional (EEA do musculo Quadriceps Femoral;
75 Hz, 6 semanas). Desta forma ha duvidas em relagéo aos efeitos da EEA para o
alivio da dor, aparentemente os efeitos sdo dependentes do tipo de aplicagéo, entre
outros fatores; ensaios clinicos com maior poder estatistico sdo recomendados
(RUTJES et al., 2009).

Finalmente, além do efeito sobre a diminuicdo da dor, a estimulagao elétrica é
de fundamental importdncia para a prevencado e/ou tratamento da disfungéo
muscular e sarcopenia. Além dos efeitos benéficos para combater a inibicdo
muscular (FITZGERALD et al., 2004) e a dor (HEIDLAND et al., 2013) caracteristicas
da OA de joelho, em estudos clinicos controlados, a aplicacdo de EEA mostrou ser
eficaz contra a sarcopenia de pacientes com doenga cardiaca congestiva cronica,
diabetes, doenga pulmonar obstrutiva crénica e doenga renal terminal (HEIDLAND et
al., 2013). Desta forma, os efeitos benéficos da EEA sao bem definidos na literatura,
tanto em estudos clinicos, quanto experimentais. Porém, sdo necessarios mais
estudos clinicos com maior poder estatistico ou em modelos animais que verifiquem

os efeitos nas vias especificas de modulagéo da dor.

2.3.3 Terapia combinada

As terapias combinadas sdo uma opgao para o tratamento da OA de joelho.
Porém nao ha resultados na literatura em relacdo aos efeitos da TC néao
farmacologica proposta no presente estudo sobre a OA de joelho. Como veremos a
seguir.

Em um estudo recente Bertolini et al. (2011b) avaliaram o efeito da LBP e
exercicio fisico forcado (como terapia combinada; TC), como resultado esta TC,
quando comparada com a LBP, apresentou menor redugédo do quadro doloroso
(ratos Wistar, exercicio de natagéao forgada). Na OA a intensidade da dor pode ser
variada e & normalmente amplificada pelo exercicio fisico e aliviada durante o
descanso (FELSON & SCHAIBLE, 2009). A liberagao de B-endorfina através da via
descendente de modulacdo da dor é responsavel pelo efeito analgésico apds o
exercicio. Contudo, principalmente em casos cronicos, € possivel que o exercicio
possa exacerbar uma condigdo dolorosa ja existente (KOLTYN, 2000; KOLTYN &
UMEDA, 2006). Em um estudo clinico, Zhang et al. (2012) analisaram o efeito de
uma TC farmacolégica com exercicio fisico e Diclofenaco Sddico sobre a OA de
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joelho, como resultado o grupo TC apresentou diminuicao dos niveis de citocinas e
genes relacionados as citocinas no fluido sinovial e inibicdo da degradagcdo da
cartilagem articular (TNF-a, hs-CRP e MMP-3; ZHANG et al., 2012). Em outra TC
farmacologica, Mavrommatis et al. (2012) testaram o efeito da acupuntura associada
ao farmaco Etoricoxib, como resultado o tratamento com a TC foi mais efetivo que os
tratamentos sham e apenas com o farmaco. Ainda, em sua revisdo sistematica,
Wang et al. (2012) sugerem que ha evidéncias inconclusivas sobre a eficacia do
exercicio fisico para a diminuicdo do quadro doloroso em pacientes com OA de
joelho e, que estudos futuros devem comparar terapias combinadas com o exercicio
fisico (forma pela qual o exercicio fisico & geralmente administrado para tratamento
da dor decorrente da OA de joelho; WANG et al.; 2012).

Desta forma, uma TC que vise a melhora do quadro inflamatério e nociceptivo
por meios nao farmacoldgicos (por meio da LBP), combinada com o fortalecimento
da musculatura e aumento da ativacdo muscular (por meio da EEA) pode

proporcionar resultados satisfatérios para o sistema de movimento.

2.3.4 Objetivo

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar o efeito da TC sobre o
comportamento de ratos submetidos a um modelo experimental de OA de joelho.
Em especifico foi avaliar o efeito da LBP, da EEA e da TC sobre o desempenho dos
animais nos testes do campo aberto, analgesimetro e descarga de peso.
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3 Materiais e métodos

3.1 Animais

Foram utilizados 40 ratos machos Wistar (ratos adultos, aproximadamente 90
dias de idade e pesando entre 300-400 g), provenientes do Centro de Reproducgéo e
Experimentacdo de Animais de Laboratério (CREAL) da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul (UFRGS). Poole et al. (2010) recomendam que a idade minima
para a utilizacdo de ratos para modelos animais de OA é de aproximadamente 90
dias, baseados na maturidade do esqueleto 6sseo. Os animais foram tratados
conforme a Lei numero 6638 de 8/5/79 que regulamenta o uso de animais para
pratica didatico-cientifica. Eles receberam racdo e agua ad libitum, permaneceram
em ciclo de 12/12 h claro/escuro e com a temperatura controlada (212 °C). Foram
mantidos 4 animais por caixa (caixa padrao de polipropileno, 49x34x16 cm).

O protocolo experimental foi desenvolvido de acordo com as diretrizes da Lei
AROUCA (Lei n® 11.794, de 08 de 10 de 2008) que estabelece procedimentos para
uso cientifico de animais e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais/UFRGS (ANEXO I). Os animais foram divididos randomicamente em quatro
grupos:

(1) grupo experimental submetido ao modelo de OA (GUINGAMP et al., 1997;
Grupo Controle, n=10);

(2) grupo experimental submetido ao modelo de OA e ao tratamento com LBP
(Grupo LBP, n=10);

(3) grupo experimental submetido ao modelo de OA e ao tratamento com EEA
(Grupo EEA, n=10);

(4) grupo experimental submetido ao modelo de OA e a terapia combinada

(Grupo TC, n=10), i.e., aplicagéo da LBP seguida pela aplicagdo da EEA.

3.2 Indugao do modelo experimental

O método utilizado por Guingamp et al. (1997) foi reproduzido para induzir a
lesdo de OA do joelho nos animais do presente estudo. A inje¢céo de IM induziu um
modelo quimico de OA de joelho por meio da inibicdo da enzima gliceraldeido-3-

fosfato desidrogenase, como resultado ocorreu a interrup¢cdo da glicolise nos
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condrécitos articulares, levando a morte celular (GUINGAMP et al, 1997,
BEYREUTHER et al., 2007). A perda progressiva dos condrécitos apés a injecéo de
IM resulta em alteragbes morfolégicas e histolégicas da cartilagem articular
semelhantes a patologia observada em pacientes com OA (BENDELE et al. 2001;
KOBAYASHI et al., 2003). Este modelo foi escolhido, pois mimetiza a dor articular
caracteristica da OA em humanos (COMBE et al., 2004) e, estudos farmacolégicos
indicam que este modelo pode ser util na investigagdo da dor crénica nociceptiva
(COMBE et al., 2004).

Apés a injecao de IM ha a instalagcao do processo inflamatério (BOVE et al.,
2003). Esta inflamacéo foi caracterizada por Bove et al. (2003) por meio de analises
histolégicas como uma expansdao da membrana sinovial por edema proteico e
fibrina, com infiltragdo de macrofagos, neutréfilos, plasmécitos e linfécitos. No 7° dia
o processo inflamatério na sindvia e tecidos circundantes esta praticamente
resolvido (BOVE et al.,, 2003). Ainda, a agéo do IM apresenta um comportamento
bifasico (GUINGAMP et al., 1997; COMBE et al., 2004), onde os déficits encontrados
na primeira fase sédo possivelmente relacionados ao processo inflamatério (é
maximo no 1° dia, é diminuido no 3° dia e é praticamente ausente a partir do 7° dia;
COMBE et al., 2004); e na segunda fase, sado possivelmente relacionados as
alteracbes estruturais na articulagao (i.e., alteragbes no osso subcondral) (ibid.,
2005). Além disto, este modelo proporciona alteragdes morfoldgicas e
comportamentais que podem ser comparadas as observadas na dor neuropatica,
onde ha a ativagao de células da glia em estagios agudos (microglia: 7° dia) e
cronicos (astrocitos: 28° dia) (SAGAR et al., 2011).

A OA do joelho unilateral foi induzida por uma unica injeg¢éo intra-articular de
IM (Sigma, St. Louis, MO) (2 mg, em 50 pl de solugéo salina estéril) na cavidade do
joelho direito, onde a pata posterior do lado direito foi flexionada até um angulo de
aproximadamente 90°, entdo a solucao foi injetada através do ligamento patelar com
uma agulha de 26G (calibre) e 0,5 polegadas (comprimento) (FERNIHOUGH et al.
2004; BOVE et al., 2003). O joelho da pata posterior esquerda foi injetado com 50 pl
de solugédo salina. A dosagem de 2 mg de IM produz hiperalgesia consistente e
reprodutivel com minimo efeito na saude geral dos animais (FERNIHOUGH et al.
2004) e, é capaz de produzir um efeito crénico e duradouro (evidenciado por testes
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de hiperalgesia primaria e secundaria a partir do 7° dia e por até 63 dias; COMBE et
al., 2004).

Durante o procedimento os animais foram anestesiados com uma injegcao
intramuscular de uma solugdo de cetamina e xilazina (Vetaset®, Fort Dodge,
Campinas, SP, Brasil) (0,2 mL a cada 100 g de peso do animal; ROSA et al., 2012).
Apbs o procedimento ocorreu um breve periodo para recuperagdo dos efeitos da
anestesia (5-10 minutos), e entdo os animais foram devolvidos para suas gaiolas e
aquecidos por meio de lampadas incandescentes. A analgesia apés a lesao foi
realizada por meio da administracdo de Metamizol de Sdédio (Dipirona Sédica, Neo
Quimica®, Brasil) a uma dose de 0,1 mL/animal a cada 4 horas, por um periodo de 2
dias apds a indugao da lesdo (ROSA et al., 2012) (Figura 7). Os animais que nao

sobreviveram aos procedimentos foram substituidos (3 animais).

3.3 Desenho experimental

A inducdo do modelo quimico de OA ocorreu no primeiro dia do experimento
(PO) (injecao de IM, 2 mg), logo apdés a primeira avaliagdo comportamental. O
modelo de OA utilizado no presente estudo resulta em diminuicdo da sintese de
proteoglicanos e perda da mobilidade do animal a partir do 2° dia apés a injecao de
IM (aproximadamente 90% e aproximadamente 40%; respectivamente; 3 mg de IM;
GUINGAMP et al., 1997). A analgesia apés a lesao foi realizada conforme descrito
acima no 2° e 3° dias (segao 3.2). No 15° dia apds a lesdo (P15) comegcaram os
tratamentos e treinamentos com LBP, EEA e TC (Figura 7). A intervengao ocorreu
todos os dias durante 14 dias. Para a TC, foi aplicada a LBP e apdés foi aplicada a
EEA. As avaliagbes comportamentais dos animais foram realizadas antes da
indugéo da lesdo (P0O) e nos dias 4 (P4), 8 (P8), 15 (P15), 18 (P18), 22 (P22), 25
(P25) e 29 (P29) apds a lesdao. No 30° dia os animais foram perfundidos, dissecados
e as amostras foram: crioprotegidas em sacarose 30% e congeladas
adequadamente (-70°C) (GRD e medula espinal), embebidas em paraformaldeido
4% (articulacdo do joelho) e embebidas em glutaraldeido 2,5% (musculo Biceps
Femoral). Foram coletadas amostras da articulagdo do joelho bilateral, musculo
Biceps Femoral bilateral, GRD bilateral na regido de L4 e medula espinal na regiao

da intumescéncia lombar. As amostras foram coletadas para analise futura.
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O Analgesia
O Aplicagao da LBP ou EEAou TC

* Avaliagcdo comportamental

PO P4 P8 P15 P18 P22 P25 P29
* * * * * * * *
/ L / L /
7 7/ 7 7/ 7 30° dia

7 dias 7 dias 7 dias 7 dias (sacrificio)
1°ao 7°dia 8°ao14°dia 15°ao 21°dia 22°ao0 28°dia

(Guingamp et al., 1997)
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Figura 7. Desenho experimental para todos os grupos: os asteriscos indicam os momentos
das 8 avaliagbes comportamentais. Os retangulos vazios indicam os dias onde foi
administrado o analgésico e os retangulos cinzas indicam os dias nos quais foram aplicados
os tratamentos e treinamentos. A cruz indica o dia da perfus&o dos animais.

O grupo controle passou por todos os procedimentos, inclusive as manobras
necessarias para realizar a LBP e EEA sem a aplicacdo dos
tratamentos/treinamentos.

3.4 Instrumentos de medida, tratamento e treinamento

3.4.1 Campo aberto

O teste comportamental do campo aberto é utilizado normalmente para
mensurar qualitativa e quantitativamente a atividade locomotora geral e o instinto de
explorar o ambiente dos roedores; além disto, apresenta um componente emocional
muito importante (STANFORT, 2007). O animal é posicionado no centro, ou préximo
das paredes do aparato e os seguintes parédmetros comportamentais podem ser
avaliados, por um periodo de tempo entre 2-20 min (normalmente 5 min): locomogéao
horizontal (niumero de cruzamentos das linhas marcadas na base do aparato),
frequéncia de rearings (i.e., levantamentos) ou inclina¢gdes (também chamado de
atividade vertical) e grooming (lavagem prolongada da pelagem) (PRUT &
BELZUNG, 2003). Foi utilizado um aparato, construido em nosso proéprio laboratério
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(Laboratério de Histologia Comparada do Instituto de Ciéncias Basicas da Saude —
ICBS/UFRGS). Este consiste em uma caixa de vidro quadrada (38x38 cm) com a
parte superior aberta e com as paredes de 36 cm de altura. Na parte de baixo da
caixa existem 9 quadrantes marcados (Figura 8). A partir da flmagem (JVC GR-DVL
9800 — JVC Company of América, Wayne, New Jersey, USA) de 5 minutos de

exploragéo do campo aberto pelo animal, os pardmetros analisados foram:

Figura 8. Imagem capturada pela cAmera de video utilizada no presente estudo. Em cada
video de 5 minutos foram registrados dois animais por vez. Esta avaliagdo comportamental
foi realizada antes da inducdo do modelo e apds o término do experimento (antes da
perfusdo). No total foram mais de 40 videos, totalizando aproximadamente 400 minutos de
analises.

Numero de cruzamentos ou atividade locomotora horizontal: E o nimero de
vezes que o animal cruza algum dos 9 quadrantes com as quatro patas (BROWN et
al., 1999), é contabilizado durante o primeiro minuto, os 4 minutos restantes e os 5
minutos totais do teste. E um indicativo da normalidade geral do aparelho locomotor

do animal.

Numero de apoios bipodais ou “rearings”, inclinagdes ou atividade vertical: E
0 numero de vezes que o animal levanta as patas dianteiras com o objetivo de
explorar o ambiente (BROWN et al, 1999); é contabilizado durante o primeiro
minuto, os 4 minutos restantes e os 5 minutos totais do teste. O apoio bipodal
demanda maior sobrecarga nos membros posteriores, e € um indicativo da
normalidade geral e das articulagdes desses membros.
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Apébs cada avaliacdo as caixas eram higienizadas com Etanol 70% e papel
toalha. Posteriormente, os videos foram analisados visualmente por um avaliador
utilizando-se um computador, uma folha de papel e uma caneta. Os resultados
foram transcritos para planilhas do software Excel para posterior analise.

E importante citar que o teste do campo aberto foi descrito originalmente
como um teste para mensurar o comportamento emocional dos animais (HALL,
1934) e é um teste muito utilizado para o estudo do comportamento de ansiedade
(PRUT & BELZUNG, 2003). Portanto, no presente estudo o teste do campo aberto
teve o objetivo de avaliar a saude geral do sistema de movimento, tanto no aspecto
neuromuscular, quanto no aspecto emocional resultante da sensacado dolorosa
(HALL, 1934; PRUT & BELZUNG, 2003; STANFORT, 2007).

3.4.2 Analgesimetro

Foi utilizado um analgesimetro digital (Insight®, Ribeirdo Preto, Sao Paulo,
SP, Brasil) (Figura 9). Este é capaz de registrar a forca maxima aplicada na pata do
animal, em gF, para que um reflexo de retirada ocorra. O estimulo é aplicado na
pata posterior do animal em pontos especificos (VIVANCOS et al., 2004) até que
ocorra: a retirada, a retirada seguida por uma lambida (/icking) ou a sacodida rapida
(flinch). O valor maximo de for¢a, em gF, € registrado pelo visor digital do aparelho

(Figura 9a) e anotado pelo avaliador.

(a) (b)

Figura 9. (a) Analgesimetro digital e caneta instrumentada com transdutor de forca e (b)
ambiente para confinamento dos animais com espelho.
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O teste ocorreu da seguinte forma: os animais foram posicionados no
ambiente confinado tendo como fundo uma grade metalica com um espelho
posicionado a aproximadamente 45° (para permitir a visualizacdo das patas dos
animais pelo avaliador; Figura 9b) e, permaneceram durante 15 minutos para
aclimatacao (VIVANCOS et al, 2004). Em seguida, por meio da caneta
instrumentada com célula de carga foi aplicado um estimulo mecéanico por meio de
um filamento de polipropileno (ponta de pipeta de 10 pL) (Figura 9a); este foi
aplicado de forma crescente e gradual por aproximadamente de 1-4 segundos até
que o animal retirasse a pata, a forca maxima aplicada foi registrada. Foram
registradas as forcas em gF de pelo menos 6 testes, ou até 3 testes com valores
similares; a cada teste era observado se o reflexo de retirada ocorria, conforme
descrito anteriormente. Para a andlise foram utilizados os 3 valores mais préximos
entre si, considerando-se todas as tentativas registradas (VIVANCOS et al., 2004).
Nos casos de retirada instantdnea ou em que o animal levantava a pata acometida
pela lesdo (ndo oferecendo descarga de peso) o valor de limiar de retirada da pata
foi considerado com sendo 0 gF.

Este teste mensurou a hiperalgesia secundaria, ou seja, a hipersensibilidade
dolorosa em um local secundario a lesao (i.e., pata) e € um comportamento

resultante dos processos de sensibilizagao central descritos anteriormente.

3.4.3 Descarga de peso

Foram utilizadas duas balangas de precisdo com resolu¢cdo de +0,01 g e
capacidade maxima de 500 g (Portable Digital Pocket Scale, China) e um aparato
em acrilico para o confinamento do animal durante o teste. Este equipamento foi
desenvolvido e validado como parte do presente estudo e é descrito na Figura 10.
Previamente as coletas de dados o equipamento foi calibrado e, a partir das curvas
de calibracdo os resultados foram ajustados, quando necessario, garantindo uma

maior precisdo dos mesmos, conforme as equacdes 1 e 2 (Figura 10a):
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Figura10. (a) Curvas de calibragcdo das balangas digitais e equagdes. (b) Posicdo do animal
para o teste, aparato para confinagdo durante a mensuragdo da descarga de peso e
balancas digitais. (c) Vistas lateral e frontal com as principais medidas do aparato em
acrilico.
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y =-0,72104 + 0,99935x (R=1) (Equacéo 1)
y =-0,13737 + 0,99874x (R=1) (Equagéo 2)
em que,

y: € a massa mensurada pela balanga eletrénica em g;

X: € a massa corrigida em g.

Foi mensurada a descarga de peso em cada uma das patas posteriores, da
seguinte forma: o animal foi confinado dentro do aparato de 5-10 minutos para
aclimatagao (a posicao do animal deveria ser com cada pata posterior em uma das
balancas, sem apoio das patas anteriores e com uma posicédo de tronco reta na
vertical) (Figura 10b), entdo foi registrado o peso instantdneo em cada uma das
balancas (BOVE et al., 2003). Um medida média durante 5 segundos de analise foi
registrada por 3 vezes. A descarga de peso na pata é menor se o animal estiver com
dor ou desconforto na articulagdo do joelho deste membro (ibid., 2003). Este teste
mensura a hiperalgesia primaria, ou seja, a hipersensibilidade dolorosa no local da
lesao (i.e., articulagéo do joelho), € um comportamento resultante dos processos de
sensibilizacdo periférica. Para o calculo foi utilizada uma normalizagdo pela

descarga de peso total, conforme a Equacéo 3:

PC_POA ~
Descarga de peso (%) = ——— x100 (Equacéo 3)
P.+Popa

em que,
P.: descarga de peso na pata contralateral a les&o, em gF;
Poa: descarga de peso na pata ipsilateral a lesédo, em gF.

3.4.4 Laserterapia

Para o tratamento da OA foi utilizado um equipamento da Chattanooga
Intelect® (Hixson, TN, U.S.A.) (Figura 11a), com uma caneta de diodo simples com
comprimento de onda de 850 nm e poténcia de 100 mW (Figura 11b). A LBP
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(comprimento de onda 850 nm ; poténcia média 100 mW; dose 4 Jcm™; duracéo 40
s; ROSA et al., 2012) foi aplicada na articulacdo submetida a injecao de IM a partir
do 15° dia apés a leséo (P15), por um periodo de 14 dias (até P29). A irradiagao por
laser foi aplicada em 4 pontos através dos compartimentos transcutdneos da
articulagéo: medial, lateral, anteromedial e anterolateral (ibid., 2012) (Figura 11c). Os
lasers com comprimento de onda entre 830 nm e 904 nm penetram no tecido
cutdneo e tecidos adjacentes por varios centimetros (CHOW et al, 2009). A
distancia entre a pele e a face da articulagcdo é tipicamente de 1,5-3,0 cm sem
pressao e ainda menor quando uma pressao € aplicada (mensurado por meio de
ultrassonografia; CHOW et al., 2009).

(a) (b)

Figura 11. (a) Equipamento de LBP (Chattanooga Intelect®). (b) Caneta de diodo simples e
com comprimento de onda de 850 nm e poténcia de 100 mW. (c) A irradiacdo por laser foi
aplicada em 4 pontos através dos compartimentos transcutaneos da articulagdo: medial,
lateral, anteromedial e anterolateral.
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Desta forma, no presente estudo a escolha dos parédmetros para a aplicagao
da LBP visou a otimiza¢édo do tratamento; ainda, foi realizada a tricotomia da regiao
de aplicacdo da LBP com o uso de um aparelho elétrico especifico para esta
finalidade e creme depilatério. Durante a aplicagdo o animal foi imobilizado e teve a
pata posterior direita estendida até um angulo de 90°, com a ajuda de um auxiliar,
entdo a LBP foi aplicada por um fisioterapeuta devidamente treinado. Durante a
aplicacdo ambos o0s sujeitos utilizaram 6culos de segurangca especificos que
acompanham o equipamento de LBP; a LBP ndo gera calor destrutivo, mas
demanda cuidado principalmente com a prote¢do dos olhos, dependendo da classe
do equipamento (classes de 3B e 4). Assim, é recomendada a utilizagdo do
equipamento de seguranca em todos os estudos com LBP (CHOW et al., 2009).

Apbs a aplicagao os animais foram devolvidos para suas gaiolas.

3.4.5 Estimulacao elétrica artificial

Para o programa de fortalecimento muscular foi utilizado o equipamento de
estimulagao elétrica portatil Apollo® (FINEP/ESEF-UFRGS) adaptado para o uso em
animais pelo setor de Engenharia Biomédica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre
(HCPA) (corrente de 4 mA a 12 mA). Inicialmente foi utilizado 4 mA para a
aclimatacao dos animais ao equipamento (12 sessao de treino). A partir da 22 sessao
de treino, foram realizados incrementos de intensidade de corrente, conforme a
tolerancia de cada animal (cada animal apresentou uma sensibilidade diferente aos
estimulos, como era esperado), desta forma a corrente variou entre 4 mA e 7 mA,
respeitando os principios do treinamento fisico da adaptacao, individualidade,
progressao, especificidade e da sobrecarga (WILMORE & COSTILL, 2004). A
escolha da intensidade da corrente para cada aplicagdo era baseada nos sinais de
desconforto dos animais devido aos estimulos iniciais, sendo que a intensidade
aplicada sempre foi a maxima possivel. Foi observado que a sensibilidade dos
animais aumentou com o passar dos dias de treinamento. Além do aumento da
corrente, foi realizada uma diminuicao dos tempos de intervalo, caracterizando um
aumento do volume de treinamento. Dentro do programa de treinamento ainda

ocorreu um dia de repouso. Em resumo, foi realizada a progressao do volume de
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treino pela diminuicdo dos intervalos entre as estimulagdes, além do aumento

gradual da intensidade da corrente (conforme a Tabela 1).

Tabela1. Sessdes de treinamento aplicadas aos grupos EEA e TC durante os 14 dias de
EEA.

Dia Intensidade da Sessodes de Tempo de
corrente (mA) estimulacgao estimulacgao (s)
P15 4 6 120
P16 4-7 6 120
P17 4-7 6 120
P18 4-7 12 240
P19 4-7 12 240
P20 4-7 12 240
P21 4-7 12 240
P22 Repouso Repouso Repouso
P23 4-7 12 240
P24 4-7 12 240
P25 4-7 12 240
P26 4-7 12 240
P27 4-7 12 240
P28 4-7 12 240
P29 4-7 12 240

Misawa et al. (2001) encontraram melhores resultados na diminuicdo da
atrofia muscular aguda e no aumento da producéo de forga muscular, apés uma
lesdo medular, pela aplicacdo de EEA em altas frequéncias (100 Hz foi melhor que

20 Hz; ratos). Da mesma forma, Fujita et al. (2011) utilizaram a frequéncia de 100 Hz
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para verificar a eficacia de dois tipos diferentes de treinamento com a aplicacéo de
EEA crbnica para o ganho de forga muscular (ratos Wistar). No presente estudo, a
EEA (4 mA; 100 Hz; 120 s/dia; FUJITA et al., 2011) foi aplicada no musculo Biceps
Femoral da articulacdo submetida a injecdo de IM a partir do 15° dia apo6s a leséao
(P15), por um periodo de 14 dias (até P29). Dois eletrodos de superficie foram
utilizados para estimular o musculo Biceps Femoral (Figura 12b). Um eletrodo (5 cm
de didmetro) foi posicionado nas costas do animal (ASHLEY et al., 2007; FUJITA et
al., 2011) e, outro eletrodo (5 cm de didmetro) foi fixado préximo ao ponto motor do
musculo Biceps Femoral. Foi realizada a tricotomia da regido de aplicagao da EEA,
com o uso dos mesmos equipamentos descritos na secao 3.4.4.; ainda, para a
melhor fixacdo dos eletrodos foi utilizado esparadrapo cirdrgico para envolver os
eletrodos junto ao ponto motor do musculo Biceps Femoral e ao dorso do animal. O
protocolo consistiu na aplicagdo de um pulso em onda quadrada com 0,1 ms de
duracao e amplitude entre 4 mA e 7 mA, cada pulso foi aplicado com uma frequéncia
de 100 Hz. Durante o protocolo de estimulagéo pulsos com duragdo de 1 s foram
aplicados a cada 3 s (i.e., 1 s estimulagdo; 2 s sem estimulagdo) durante 1 minuto
seguido por 5 minutos de repouso ou seguido de 2,5 minutos, conforme a
progressao do treinamento. Seis ou 12 estimula¢des consecutivas foram executadas
uma vez por dia, resultando em uma estimulagdo total de 120 s/dia ou 240 s/dia
(FUJITA et al., 2011). Durante a aplicagcdo o animal foi mantido em ambiente

confinado (Figura 12a).

(a) (b)

Eletrodos

Eletrodos Ambiente confinado

¥

Musculo Biceps
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Figura 12. (a) Durante o experimento o animal foi mantido em ambiente confinado para
restricdo de movimento. A grade na parte inferior do aparato permitia a passagem dos fios
dos eletrodos ao estimulador elétrico. (b) Um eletrodo (5 cm de diametro) foi posicionado no
dorso do animal e, outro eletrodo (5 cm de diametro) foi fixado proximo ao ponto motor do
musculo Biceps Femoral.
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4 Tratamento estatistico

Foi realizada uma analise exploratéria dos dados com histogramas, curvas de
normalidade e graficos de box plot para verificagdo de outliers. Foi realizada uma
analise qualitativa minuciosa previamente as comparagbées de medias. As
comparagdes de meédias foram realizadas por meio da anadlise de variancia
(ANOVA), tendo como fator o tipo de tratamento (4 niveis: controle, LBP, EEA e TC)
e/ou por meio do teste t de Student para amostras dependentes (para as analises
dos dados dos testes pré e pdés do campo aberto e para verificar a efeito da lesao).
Quando necessario, a ANOVA foi seguida do teste tipo post-hoc de Bonferroni para
multiplas comparagdes. Ainda foi verificada a homogeneidade das varidncias (teste
de Levene) e a esfericidade dos dados (teste de Mauchly). A ANOVA foi
considerada como um teste robusto suficiente para ser utilizado inclusive nos casos
onde a normalidade dos dados nao foi constatada. O nivel de significaAncia para
todos os testes foi considerado a = 0,05. O programa utilizado foi o SPSS Statistics
(Statistical Package for Social Sciences) versao 17.0.
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5 Resultados
Os resultados sado expressos em média e erro padrao e, divididos em 3

partes: (5.1) campo aberto, (5.2) descarga de peso e (5.3) limiar de retirada da pata.

5.1 Campo aberto

Para o teste comportamental do campo aberto foram avaliados 6 parametros:
numero de cruzamentos durante o primeiro minuto de teste, nimero de cruzamentos
nos quatro minutos finais de teste, numero total de cruzamentos, numero de rearings
durante o primeiro minuto de teste, numero de rearings nos quatro minutos finais de
teste e numero total de rearings. Estas avaliagbes foram executadas em apenas dois
momentos separados por 30 dias de intervalo: antes da indugcdo do modelo
experimental de OA do joelho (PRE) e apés a indugédo do modelo e o término dos
tratamentos e treinamentos (POS). O teste do campo aberto, quando repetido por
muitas vezes ao longo do tempo, resulta em um aprendizado dos animais. Como o
ambiente ja € conhecido (habituagcao) ha menos interesse dos animais e, assim
ocorre uma diminuicdo natural da atividade exploratéria devido a este efeito. Desta
forma, foram escolhidos apenas dois momentos de teste e esses separados por um
periodo longo de tempo (30 dias).

Na Figura 12 sdo descritos os numeros de cruzamentos. Nota-se que, devido
a lesdo, ha um comportamento de diminuicdo dos valores quando comparados 0s
momentos antes da inducdo do modelo (PRE) e 30 dias depois (POS), quando
foram finalizadas as intervengées. Em relagdo ao numero de cruzamentos durante o
primeiro minuto (Figura 13a) os grupos Controle, LBP e EEA apresentaram uma
diminuicdo de 38% (p=0,004), 33% (p<0,001) e 35% (p=0,015), respectivamente.
Apenas o grupo TC apresentou uma diminuigdo nao significativa de 14%, resultado
que indica que este grupo apresentou um efeito positivo da TC, com o retorno do
nivel de atividade exploratéria no 1° minuto aos valores de antes da indugdo do
modelo experimental de OA do joelho. Em relagdo ao numero de cruzamentos nos 4
minutos finais (Figura 13b) e totais (Figura 13c) apenas o grupo EEA apresentou
uma diminuicdo nao significativa de 1% e 16%, respectivamente. Os grupos
Controle, LBP e TC apresentaram diminui¢do do numero de cruzamentos nos 4
minutos finais e totais de 28% (p=0,037) e 32% (p=0,006), 55% (p=0,001) e 47%
(p<0,001) e 30% (p=0,003) e 25% (p=0,024), respectivamente. Desta forma, para os
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parametros de numero de cruzamentos no teste do campo aberto, tanto a EEA
quanto a TC exerceram um efeito positivo na atividade locomotora e exploratéria dos
animais, com o retorno dessas aos niveis basais antes da indugdo do modelo

experimental de OA do joelho.
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Figura 13. Média e erro padrao (n=10) para: (a) numero de cruzamentos durante o primeiro
minuto de teste, (b) nimero de cruzamentos nos quatro minutos finais de teste e (c) nimero
total de cruzamentos. Os retangulos pretos cheios s&o os valores para o grupo Controle, os
vazados para o grupo LBP, os hachurados para o grupo EEA e os cinzas cheios para o
grupo TC.

(* indica diferenga significativa entre a avaliagdo antes da indugéo do modelo experimental de OA do joelho (PRE) e apés o
término dos tratamentos e treinamentos (POS). Foi utilizado o teste t de Student para amostras dependentes.
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Na Figura 14 sao descritos os numeros de apoios bipodais exploratérios ou
de rearings. Nota-se que hd um comportamento geral de diminuicdo dos valores
quando comparados os momentos antes da inducdo do modelo (PRE) e 30 dias
depois (POS), quando foram finalizadas as intervengées. Em relacdo ao nimero de
rearings durante o primeiro minuto (Figura 14a) os grupos Controle, LBP e EEA
apresentaram uma diminuicdo de 43% (p=0,009), 43% (p<0,036) e 27% (p=0,014),
respectivamente. Apenas o grupo TC apresentou uma diminuicdo nao significativa
de 25%, resultado que indica que este apresentou um efeito positivo da TC, com o
retorno do nivel de atividade exploratéria, € com o uso principalmente dos membros
posteriores (membro acometido), aos valores de antes da indu¢do do modelo
experimental de OA do joelho.

Em relagédo ao numero de rearings nos 4 minutos finais (Figura 14b) e totais
(Figura 14c), apenas o grupo EEA apresentou um aumento significativo de 34% e
6%, respectivamente. Este resultado indica que a EEA nao sé reverteu os déficits
motores resultantes da lesdo, mas aprimorou a condi¢céo inicial dos animais do
grupo tratado com EEA. Ainda, o grupo que recebeu a TC nao apresentou diferenca
significativa entre os momentos PRE e POS, com uma diminuicdo de 21% para o
numero de rearings nos 4 minutos finais e 22% no numero total de rearings. A LBP
nao exerceu nenhum efeito sobre a atividade exploratéria com o uso principalmente
dos membros posteriores (rearings), sendo que ocorreram diminuicdes de 43%
(p=0,036), 38% (p=0,008) e 40% (p<0,001) para numero de rearings no primeiro
minuto, nos 4 minutos finais e nos totais; respectivamente. Desta forma, para os
parametros de numero de rearings no teste do campo aberto, tanto a EEA quanto a
TC exerceram um efeito positivo na atividade locomotora e exploratéria dos animais,
com o retorno dessas aos niveis basais antes da indu¢cao do modelo experimental
de OA do joelho e, no caso do grupo EEA com um aumento desta atividade em

relacéo aos niveis basais.
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Figura 14. Média e erro padrao (n=10) para: (a) numero de rearings durante o primeiro
minuto de teste, (b) nimero de rearings nos quatro minutos finais de teste e (¢) nimero total
de rearings. Os retangulos pretos cheios sdo os valores para o grupo Controle, os vazados
para o grupo LBP, os hachurados para o grupo EEA e os cinzas cheios para o grupo TC.

(* indica diferenga significativa entre a avaliagdo antes da indugéo do modelo experimental de OA do joelho (PRE) e apés o
término dos tratamentos e treinamentos (POS). Foi utilizado o teste t de Student para amostras dependentes e o nivel de
significancia adotado foi a=0,05
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5.2 Descarga de peso

Para o teste comportamental de descarga de peso foi considerada a diferenca
dos valores da descarga de peso pela pata ipsilateral (Poa) e contralateral (Pc) a
lesdo, normalizado pela descarga de peso total (Poa + Pc) (Equagéo 3). Os valores
sao expressos em % e valores positivos indicam maior déficit de sustentar o peso
corporal com a pata ipsilateral a lesdo, e valores negativos indicam menor déficit.
Primeiramente sera apresentado o efeito da indugao do modelo experimental de OA
no parametro descarga de peso (Figura 15) (hiperalgesia primaria devido aos
processos de sensibilizacdo periférica; conforme descrito na segcédo 2.1). Na Figura
15 é verificado o efeito da indugdo do modelo, a qual foi realizada apés a avaliagéao
prévia a lesao (P0). Nota-se que antes da indugao do modelo experimental de OA do
joelho os animais nao apresentavam déficits na descarga de peso, i.e., 0os valores
estdo muito proximos de zero. Apds a lesdo, ocorreu diferenca significativa para
todas as comparagbes com p<0,001. Este resultado indica que o modelo

experimental de OA do joelho foi corretamente induzido.
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Figura 15. Média e erro padréo (n=10) para o parametro descarga de peso antes da
inducdo do modelo (P0) na fase dos efeitos agudos (no quarto dia ap6s a indugéo da leséo;
P4) e crénicos (no 15° dia apds a indugéo da leséo; P15).

(*) indica diferenga significativa para todos os grupos entre P0 e P4.

(#) indica diferencga significativa para todos os grupos entre PO e P15.
Foi utilizado o teste t de Student para amostras dependentes e o nivel de significdncia adotado foi a=0,05

Na Figura 16a é descrito o comportamento da descarga de peso durante todo
o periodo do experimento (29 dias). No quarto dia apés a indugédo do modelo (P4)
houve diferenga entre os grupos Controle e LBP (p=0,001), entre os grupos Controle
e EEA (p=0,020) e entre os grupos LBP e TC (p=0,013); esta diferenca & devido a
resposta individual de cada animal a indugédo do modelo, de forma que nos dias P8 e
P15 (comecgo dos tratamentos/treinamentos) ndo ha diferenca significativa entre os
grupos (Figura 16b). Ap6s o P15 observamos o efeito da LBP, da EEA e da TC. No
dia P18 apenas o grupo LBP diferiu do EEA, o ultimo presentou déficits de descarga
de peso 35% maiores quando comparado com o primeiro (p=0,001); resultado que
indica um efeito agudo da LBP sobre a modulagao da dor. Ainda, apesar de nao ter
diferenciado estatisticamente dos grupos Controle e TC, o grupo LBP apresentou
déficits 25% e 15% menores nesta comparacgao qualitativa. No P22, ou seja, apés 1
semana de tratamento diario com LBP, este grupo foi diferente de todos os demais,
sendo 74% (p<0,001), 65% (p<0,001) e 69% (p<0,001) menores os déficits do grupo
LBP nesta comparagédo. Resultado que confirma o efeito agudo da LBP sobre o
parametro descarga de peso. No P25 o resultado passa a ser favoravel também as
duas terapias que envolvem a EEA (i.e., os grupos EEA e TC); ocorreu diferenca de
39% (p=0,025) na comparagao entre os grupos Controle e EEA. O grupo TC néo
apresentou diferenca, mas os déficits foram 32% menores quando comparados aos
do grupo Controle. Ainda no P25, o grupo LBP continua sendo diferente do Controle,
com um déficit 40% menor (p=0,019). Finalmente na ultima avaliagéo, o P29, todos
os grupos foram diferentes do Controle, com déficits 69% (p<0,001), 60% (p<0,001)
e 49% (p=0,029), para os grupos LBP, EEA e TC; respectivamente. Na Figura 15b
observa-se o comportamento da descarga de peso antes da indugédo do modelo, no
P8 e P29; antes da aplicacao dos tratamentos todos os grupos apresentavam o
mesmo déficit devido a lesao (P8) e apds os 14 dias de tratamento o grupo Controle
apresentou o maior déficit quando comparado aos demais grupos (estatisticas

citadas acima). Estes resultados indicam que todos os tratamentos promoveram uma
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diminuicdo crdnica dos déficits primarios a lesdo, ou seja, a dor devido a
sensibilizacao periférica e a incapacidade da articulagéo do joelho.
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Figura 16. Média e erro padrdo (n=10) para o parametro descarga de peso. A seta indica
quando comecou o tratamento/treinamento com LBP, EEA e TC. (a) Os redondos cheios
sdo as avaliagbes para o grupo Controle, os retangulos cheios para o grupo LBP, os
losangos vazados para o grupo EEA e os simbolos X para o grupo TC. (b) Os retangulos
pretos cheios sdo os valores para o grupo Controle, os vazados para o grupo LBP, os
hachurados para o grupo EEA e os cinzas cheios para o grupo TC.

(*) indica diferenga significativa entre os grupos Controle e LBP e entre os grupos Controle e EEA.

(#) indica diferenca entre os grupos LBP e TC

(##) indica diferenga significativa entre os grupos LBP e EEA.

(1) indica diferenca significativa entre o grupo LBP e os grupos Controle, EEA e TC.

(#) indica diferenca significativa entre o grupo Controle e os grupos LBP, EEA e TC.

Foi utilizada a ANOVA para medidas repetidas seguida pelo post-hoc de Bonferroni e o nivel de significdncia adotado foi
a=0,05

5.3 Analgesimetro

Para o teste comportamental de analgesia foi utilizado o equipamento Von
Frey eletrénico. O parametro limiar de retirada da pata foi mensurado e calculado
diretamente pelo equipamento, os valores sao expressos em gF (segcéo 3.4.2).
Primeiramente sera apresentado o efeito da indugado do modelo experimental de OA
sobre o limiar de retirada da pata (Figura 17) (hiperalgesia secundaria devido aos

processos de sensibilizacdo central; conforme descrito na secdo 2.1). Todos os
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grupos apresentaram diferenca significativa para todas as comparagbes com
p<0,001, com excecdo da comparagdo entre PO e P4 do grupo Controle que
apresentou diferenga significativa com p=0,005. O grupo LBP nao apresentou efeito
agudo a indugdo do modelo em P4 (p=0,065), porém apés isto o efeito da indugéo
do modelo foi verificado em P15 (p<0,001). Este resultado indica que o modelo

experimental de OA do joelho foi corretamente induzido em todos os grupos.
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Figura 17. Média e erro padréo (n=10) para o parametro limiar de retirada da pata antes da
inducdo do modelo (P0) na fase dos efeitos agudos (no quarto dia ap6s a indugao da leséo;
P4) e crénicos (no 15° dia apds a inducao da leséo; P15).

(*) indica diferenca significativa para todos os grupos entre PO e P4.

(#) indica diferenca significativa para todos os grupos entre PO e P15.
Foi utilizado o teste t de Student para amostras dependentes e o nivel de significancia adotado foi a=0,05

Na Figura 18a € descrito o comportamento do limiar de retirada da pata
durante todo o periodo do experimento (29 dias). Na avaliagao prévia a indugao do
modelo (PO) foi encontrada diferenca entre os grupos Controle e EEA (p=0,031) e
Controle e TC (p=0,013) além da diferenca entre o grupo LBP e TC (p=0,028). Este
resultado indica que os animais dos diferentes grupos apresentavam sensibilidades
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diferentes antes da indugcdo do modelo experimental de OA do joelho. Fato que se
repetiu na avaliacdo do P4, na qual ha diferenca entre os grupos Controle e EEA
(p<0,001), entre os grupos Controle e TC (p=0,028) e, entre o grupo LBP e os
grupos EEA (p<0,001) e TC (p<0,001). No P8 ocorreu diferenga significativa apenas
entre os grupos Controle e LBP (p=0,011). Finalmente no dia P15 nao ocorreram
diferencas significativas entre os grupos, formando a linha de base a partir da qual
os efeitos da LBP, EEA e TC foram observados.
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Figura 18. Média e erro padrédo (n=10) para o parametro limiar de retirada da pata em gF. A
seta indica quando comecou o tratamento/treinamento com LBP, EEA e TC. (a) Os
redondos cheios sdo as avaliagées para o grupo Controle, os retangulos cheios para o
grupo LBP, os losangos vazados para o grupo EEA e os simbolos X para o grupo TC. (b) Os
retangulos pretos cheios sdo os valores para o grupo Controle, os vazados para o grupo
LBP, os hachurados para o grupo EEA e os cinzas cheios para o grupo TC.

(*) indica diferenga significativa entre os grupos Controle e EEA e Controle e TC.

(#) indica diferencga significativa entre os grupos LBP e TC.

(1) indica diferenca significativa entre o grupo LBP e os grupos EEA e TC.

(##) indica diferenga significativa entre os grupos Controle e LBP.

(#) indica diferencga significativa entre os grupos LBP e TC.

(**) indica diferenga significativa entre os grupos EEA e TC.

(#) indica diferenca significativa entre o grupo LBP e os grupos Controle, EEA e TC.

Foi utilizada a ANOVA para medidas repetidas seguida pelo post-hoc de Bonferroni e o nivel de significdncia adotado foi
a=0,05

Nos dias P18 e P22 n&o ocorreram diferengas significativas entre os grupos.
Resultado que indica que os tratamentos nao apresentaram efeito agudo sobre o
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quadro de hiperalgesia secundaria. No dia P25 ocorreu diferenca significativa entre
os grupos EEA e TC (p=0,012) (Figura 18b). Este resultado indica, por subtracao,
que o efeito da TC pode ter sido benéfico principalmente pelo fato da aplicagdo da
LBP, uma vez que o grupo EEA nao apresentou melhora dos déficits. Porém ao final
do experimento apenas o grupo LBP apresentou melhora nos déficits devido a leséo,
de 38% (p=0,019), 73% (p<0,001) e 64% (p<0,001), quando comparado com 0s
grupos Controle, EEA e TC; respectivamente. Estes resultados indicam que a TC e a
LBP, mas principalmente a LBP, exercem um efeito positivo na diminuicdo da
hiperalgesia secundaria a leséo; ainda, este efeito s6 foi observado com a aplicagao
crénica da LBP, i.e. no 14?2 dia de aplicagéo, ndo sendo observado nenhum tipo de

efeito agudo nos 4° e 8° dias de aplicagéo (P18 e P22, respectivamente).
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6 Discusséao

A discussao é dividida em 4 partes: (6.1) indugdo do modelo de OA do joelho,
(6.2) efeito da laserterapia de baixa poténcia, (6.3) efeito da estimulagéo elétrica
artificial e (6.4) efeito da terapia combinada. Na primeira parte sera discutida a
eficacia da inducao do modelo experimental de OA, na segunda, terceira e quarta
partes serdo discutidos os efeitos da LBP, EEA e TC, respectivamente.

6.1 Indugcao modelo de OA do joelho

O presente estudo avaliou 0 comportamento de ratos Wistar submetidos a um
modelo experimental de OA do joelho (GUINGAMP et al., 1997). O modelo utilizado
para a lesdo foi pela injecéo intra-articular de lodoacetato Monosdédico (IM) e
apresenta boa reprodutibilidade e mimetiza a dor caracteristica da OA em humanos
(COMBE et al., 2004). Foram utilizados 3 testes para avaliar o comportamento dos
animais frente aos efeitos agudos (i.e., P4) e crénicos a leséo (i.e., a partir de P8).
Estudos farmacolégicos indicam que o modelo experimental de OA do joelho
induzido pela injecdo de IM pode ser util na investigagcao da dor crénica nociceptiva
até o dia P63 (COMBE et al, 2004). Baseado em resultados de testes
comportamentais, os resultados do presente estudo indicam que o modelo
experimental de OA foi induzido com sucesso e os tratamentos/treinamentos
aplicados resultaram em efeitos positivos sobre este modelo de dor crénica. Porém,
€ importante ressaltar que para a confirmagéo da presenga de OA no joelho dos
animais utilizados no presente estudo sera necessario que a morfologia desta
articulagcao seja analisada.

Bove et al. (2003) descreveram déficits na descarga de peso por até 14 dias
ap6s a injecdo, em animais submetidos ao mesmo modelo de OA do joelho utilizado
no presente estudo; o grau maximo de déficits na distribuicdo de peso foi com a
injecdo de 1mg de IM e nao foram encontradas diferencas nestes déficits quando a
concentracao foi maior do que 3mg (segundo calculo tipo dose-resposta utilizando-
se o0 modelo de Hill) (BOVE et al,. 2003). O presente estudo utilizou uma
concentragao intermediaria de 2mg de IM por joelho injetado e, apresentou uma
diferenca média do déficit na distribuicdo de peso no dia 15 apés a indugédo do
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modelo (P15) de =81gF (massa dos animais de =357g)*. O estudo de Bove et al.
(2003) utilizou animais com massa entre 175-200g e encontrou déficits na
distribuicdo de peso no P14 na ordem de =35gF (3mg IM). Estes déficits séo
similares aos do presente estudo, resguardadas as diferencas de massa dos
animais (48% mais pesados no presente estudo quando comparado com o estudo
de Bove et al., 2003). Outro estudo de Combe et al. (2004) apresentou déficits na
descarga de peso de =100gF nos P14 e P28, valor similar ao encontrado no
presente estudo (=81 gF); porém outra linhagem de rato foi utilizada, dificultando a
comparagao (ratos Sprangue-Dawley). O estudo de Liu et al. (2011) encontrou
déficits de descarga de peso no P28 na ordem de 40%° (dose de 4,8mg de IM em
60uL de solugdo salina); o presente estudo corrobora com o estudo de Liu et al.
(2011), pois encontramos valores na ordem de 30-40% entre os P4 e P15 (antes do
comecgo dos tratamentos/treinamentos) (Figura 15a e 15b). O estudo de Sagar et al.
(2011) encontrou valores de déficits na descarga de peso® de =60% em P7 e =70%
de P14 a P28, valores acima dos encontrados no presente estudo; porém este
estudo utilizou outra linhagem de ratos (ratos Sprangue-Dawley, 160-190g; 1mg de
IM).

O segundo teste que ajuda a dar consisténcia a indugdao do modelo utilizado
no presente estudo € o do analgesimetro (ou Von Frey eletrénico). Woo et al. (2011)
ao testar o efeito de um extrato de sementes de uva sobre o modelo experimental de
OA de joelho em ratos Wistar (4mg de IM) encontraram diferencas na ordem de
=52%, quando comparados antes da indugdo do modelo e em P4, P14 e P16. No
estudo de Im et al. (2011) apés a inje¢do com 3mg de IM os animais apresentaram
uma reducao de =28% no limiar de retirada da pata e esta redugédo manteve-se até o
P35. Ainda, o estudo de Sagar et al. (2011) descreve uma diminuigao do limiar de
retirada da pata para os dias P14-P28 na ordem de =33%. No presente estudo
ocorreu uma redugcdo média de =50% apos a injecdo com 2mg de IM (P15). Estes
resultados, quando comparados com alguns dos estudos supracitados, indicam que
a diminuicao do limiar de retirada da pata foi maior; e, isto pode ser explicado pelo
tipo de equipamento utilizado. Enquanto a maioria dos estudos utiliza-se dos

4 Anexo Il — Peso dos animais e valores brutos de descarga de peso.
° Valor normalizado pela descarga de peso da pata contralateral, enquanto o presente estudo realizou a normalizagdo pelo

somatorio da descarga de peso na pata ipsilateral e contralateral.



53

filamentos de Von Frey (IM et al, 2011; LIU et al, 2011; SAGAR et al., 2011;
COMBE et al.,, 2004), o nosso estudo utilizou um equipamento eletrénico com
sensibilidade diferente da encontrada em filamentos de Von Frey tradicionais (ver
secao 3.4.2). Por outro lado, os nossos resultados corroboram com os de Woo et al.
(2011) que utilizaram um equipamento similar ao utilizado no presente estudo
(versao eletrdnica dos filamentos de Von Frey; Ugo Basile, Comerio, Italy).

Desta forma, os resultados descritos nas Figuras 14 e 16 em conjunto com as
afirmacdes expostas no texto acima, nos permitem concluir que o modelo
experimental de OA proposto no presente estudo foi realizado com sucesso. Os
nossos resultados sdo coerentes e corroboram com o referencial teérico exposto
nesta secao. Assim a inducado do modelo experimental de OA do joelho com 2mg de
IM resultou nos efeitos esperados nos testes comportamentais de descarga de peso
e analgesimetro; e permite que os efeitos das terapias sejam observados, como

veremos a seguir.

6.2 Laserterapia de baixa poténcia

Acredita-se que o sucesso da LBP no tratamento da OA se deva a varios
mecanismos desencadeados a partir dos efeitos fisiol6gicos mediados pela
fotoestimulagédo em nivel celular (BROUSSEAU et al., 2000; HERMAM et al., 1988;
REED et al., 1994; GUR et al., 2003). Assim a LBP tem efeitos no combate a dor
com agao sobre as terminagdes nervosas livres (CHOW et al., 2011) e aos efeitos
deletérios da OA sobre o tecido cartilaginoso com agado sobre o processo
inflamatoério (CASTANO et al., 2007), a reducao da biossintese celular (CHO et al.,
2004) e a redugao da matriz cartilaginosa (HERMAM et al., 1988, REED et al.,
1994). No presente estudo, a diminuicao dos déficits do grupo LBP poderia ser
resultado tanto da (i) reparagéo da cartilagem articular (CHO et al., 2004, HERMAM
et al., 1988; REED et al., 1994) quanto da (ii) inibicdo direta das terminacdes
nervosas (CHOW et al., 2011). No primeiro caso, a reparagao de cartilagem articular
pode levar a um menor impacto sobre a articulagdo, i.e., menor estresse de
compressao e cisalhamento durante os movimentos articulares (NIGG & HERZOG,
2007). A LBP é efetiva no estimulo da sintese cartilaginosa de proteoglicanos e
colageno (estudos animais; HERMAM et al., 1988; REED et al.,, 1994), além da

maior reposi¢cado dos condrocitos articulares (CHO et al., 2004). Assim, o tratamento
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com LBP tem como consequéncia uma cartilagem articular mais saudavel e
funcional: com a diminuicdo do estresse mecéanico durante os movimentos
articulares e maior revestimento do osso subcondral. Isto pode resultar na
diminuicdo dos disparos de potencial de agao nas terminagdes nervosas livres da
regiao articular e diminuicdo da estimulacao repetitiva das fibras tipo C, as quais
podem aumentar a resposta sinaptica aguda (MENDELL & WALL, 1965) e crbénica
(LTP; SANDKUHLER, 2000). No segundo caso, em uma revisao sistematica Chow
et al. (2011) identificaram uma série de efeitos inibitérios da LBP sobre diversos
modelos de lesdo nervosa periférica, onde ocorreu a redugéo da dor aguda pela
inibicdo direta de nociceptores (acdo sobre a sensibilizagdo periférica). Na dor
cronica, alteragdes em nivel medular, induzidas pela irradiagdo do laser podem
resultar em uma LTD da dor (CHOW et al.,, 2011) (agdo sobre a sensibilizagao
central). Ainda, os autores concluem que com a LBP ha prejuizo da condugao
neural, principalmente nas fibras A0 e C, ie., rompimento do citoesqueleto,
diminuicao da oferta de ATP, e déficit na condugao nervosa dos nociceptores; estes
fatores podem ser responsaveis pelos efeitos inibitérios da LBP na funcéo
nociceptiva (ibid., 2011). No presente estudo, a LBP resultou em efeitos sobre a
sensibilizacao periférica (reducdo aguda e crbénica da hiperalgesia primaria) e
sensibilizagdo central (reducao crénica da hiperalgesia secundaria), resultados que
corroboram o referencial teérico descrito acima.

No presente estudo, uma vez que o efeito agudo e cronico da LBP foi
constatado pelo teste comportamental de descarga de peso e analgesia,
respectivamente, € possivel que a LBP tenha atuado, tanto na inibicdo direta das
terminacdes nervosas livres (efeito agudo), quanto na indugéo da LTD no sistema
nervoso central pela préopria inibicdo do disparo de potenciais de acgéao pelas
aferéncias nociceptivas a medula espinal (fibras C e AJ; efeito crénico) (FELSON &
SCHAIBLE, 2009). Além da inibicao direta do disparo de potenciais de acédo é
importante citar os efeitos da LBP na redugéo dos niveis de TNF-a (AIMBIRE et al.,
2006) e PGE2 (CASTANO et al, 2007) agentes envolvidos no processo de
sensibilizagcao periférica (Figura 5). Assim, hd& um menor numero de potenciais de
acao conduzidos para os neurdnios de segunda ordem na medula espinal. Como
resultado, os neurénios NS, interneurénios e os neurdnios WDR ficam menos
excitaveis com o efeito crénico da LBP (D'MELLO & DICKENSON, 2008; para um
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melhor entendimento rever a Figura 4). Desta forma, ha uma diminuicdo dos
disparos de potenciais de agéo para as aferéncias do talamo e, subsequentemente
para o cortex cerebral (D'MELLO & DICKENSON, 2008). Essas afirmacdes sao
sustentadas pelos resultados do teste comportamental de analgesia, onde a
hiperalgesia secundaria diminuiu apenas na fase crénica do tratamento com LBP
(P29) (Figura 17). Desta forma o tratamento com LBP por 14 dias resultou na
inibicdo crénica dos disparos de potenciais de agao pelas terminagées nervosas
livres e levou a um aumento do limiar de excitabilidade dos neurdnios de segunda
ordem na medula espinal segundo a Regra de Hebb® (via LTD; SANDKUHLER,
2000).

Além do aumento do limiar de excitabilidade dos neurdnios de segunda ordem
na medula espinal, que levam as aferéncias ao tdlamo, as vias de inibicdo muscular
em nivel medular podem ter sido afetadas de forma aguda e crénica. Os neurdnios
de segunda ordem que recebem aferéncias da articulagcao projetam-se, entre outros,
para niveis intra-espinhais (i.e., interneurénios e motoneurénios, SCHAIBLE &
GRUBB, 1993). Ha evidéncia de que o padrao de resposta reflexa dos
motoneurdnios y encontra-se alterado durante a inflamagéo caracteristica da OA,
desta forma reflexos inibitérios sdo gerados (HE et al., 1988). Como resultado a
articulacédo do joelho € mantida em uma posicao neutra em que os estimulos
nociceptivos sdo minimizados (FELSON & SCHAIBLE, 2009); caracterizando um
quadro de inibicdo muscular que no presente estudo pode ter sido revertido pela
aplicacdo da LBP. Essa afirmacdo é sustentada pelos resultados do teste
comportamental da descarga de peso. Conforme os resultados expostos na secao
5.2, pode-se afirmar que os déficits de descarga de peso diminuiram a partir da 1?2
semana de tratamento (P18) e mantiveram-se diminuidos até o final do tratamento
(P29). Desta forma, com a diminuigdo da inibicdo muscular devido a LBP os animais
conseguiram suportar mais peso corporal com o membro afetado, isto indica uma
melhora significativa da capacidade de producdo de for¢ca destes animais. Este
resultado indica que o uso da LBP na OA de joelho pode ser um tratamento clinico
efetivo para aumentar a capacidade de produgcédo de forgca muscular e diminuir a

6 Donald Olding Hebb (1904-1985) foi um neurocientista Canadense. A Regra de Hebb descreve um mecanismo basico da
plasticidade sindptica no qual um aumento na eficiéncia sinaptica surge da estimulagdo repetida e persistente das células pds-
sinapticas.
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fraqueza muscular, culminando com aumento da amplitude de movimento, maior
mobilidade, menor sedentarismo, menor dependéncia e menor incapacitagdo dos
pacientes.

Apesar dos resultados favoraveis encontrados nos testes de descarga de
peso e de analgesia, o grupo LBP nao apresentou um bom desempenho no teste do
campo aberto, que avaliou a saude geral dos animais. Os resultados do campo
aberto indicam que o grupo LBP apresentou pior desempenho em todos os
parametros avaliados (Figuras 13 e 14). Isto indica que ao realizar movimento os
animais sentiram dor ou desconforto, evitando assim o mesmo. E possivel que
apesar da resolugdo do quadro algico os animais ainda apresentem déficits
funcionais, com comprometimento da biomecéanica normal da articulagéo do joelho,
e/ou déficits neuromusculares, os quais diminuem a eficiéncia do sistema de
movimento. Portanto, apesar dos efeitos benéficos da LBP no tratamento
sintomatico da OA de joelho, talvez seja necessaria uma complementacao deste
com outras terapias ou exercicios fisicos para uma melhor resposta do sistema de
movimento a lesdo, como veremos a seguir. Ainda, € importante ressaltar que o
alivio dos sintomas pode ser um sinal de tratamento real da lesdo com efeitos sobre
a integridade da cartilagem articular, porém esta afirmacgéo so6 sera possivel apés as
analises morfolégicas da articulagéo do joelho.

6.3 Estimulagao elétrica artificial

A EEA ¢é utilizada para aumentar a capacidade de producédo de forca em
individuos saudaveis (SOO et al., 1988; LIEBER & KELLY, 1991) e em individuos
portadores de enfermidades diversas (QUITTAN et al., 2001; ZANOTTI et al., 2002),
que apresentam reducao do uso da musculatura. Selkowitz (1989), através de uma
revisdo de evidéncias experimentais, concluiu que existem trabalhos convincentes
sobre o aumento de forca muscular através da EEA. Além do aumento da forga
muscular, ha efeitos sobre o fluxo sanguineo, a diminuigéo da atrofia, a cicatrizagao
do tecido e a diminuicdo da dor (DOUCET et al., 2012). No presente estudo a EEA
resultou em efeitos positivos nos testes comportamentais, proporcionou uma
diminuicdo dos déficits de descarga de peso (Figura 16) e um melhor desempenho
no teste do campo aberto (Figuras 13 e 14). O grupo EEA teve uma diminuicdo dos

déficits de descarga de peso nos P25 e P29, ou seja, um efeito que demorou 10 dias
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para ocorrer e se manteve até o 14° dia de treinamento. Este resultado pode ter
ocorrido devido ao efeito da EEA na diminuigéo da inibicdo muscular (FITZGERALD
et al., 2004; HEIDLAND et al, 2013), na diminuicdo da dor (DOUCET et al., 2012;
DEER et al. 2012; WODLINGER et al., 2005) e no aumento da producéo de forca
(SOO et al., 1988; LIEBER & KELLY, 1991; QUITTAN et al., 2001; ZANOTTI et al.,
2002).

Assim como o sistema musculo-esquelético, o tecido nervoso € afetado pelo
treinamento, sendo este responsivo aos estimulos gerados sobre o mesmo
(WILMORE & COSTILL, 2004). No presente estudo a diminuicdo dos déficits
comportamentais foi devido tanto (i) ao fortalecimento da musculatura, com
possiveis ganhos neuromusculares e de hipertrofia muscular, quanto (ii) pela
diminuicao da dor e da inibicdo muscular.

No primeiro caso, em humanos ao analisar a contribuicao dos fatores neurais
e hipertréficos para o ganho de forga maxima ao longo do periodo relativo ao
treinamento de forca, €& bem descrito que ha principalmente ganhos
neuromusculares na fase inicial do treinamento (de 4 a 8 semanas) e ganhos de
hipertrofia na fase cronica (WILMORE & COSTILL, 2004). Na fase inicial do
treinamento o aumento da producao de forca muscular é associado ao aumento da
atividade eletromiografica muscular; assim ha maior recrutamento das unidades
motoras resultando em maior producgao de forga (fatores neurais). Na fase crénica, o
aumento de for¢a é principalmente devido a hipertrofia muscular (aumento da area
de secéo transversa fisiolégica), uma vez que nao ha relagao entre o ganho de forca
e a atividade eletromiografica (fatores hipertréficos) (ibid., 2004). Em modelos
animais de hipotrofia muscular por denervacao, foi comprovado o efeito da EEA
crénica onde um aumento de 39-66% na area de secao transversa muscular e 27-
50% na forga isométrica maxima foram constatados (coelhos; EEA 1 h/dia, ondas de
20 ms, 4 mA, 20Hz; ASHLEY et al., 2007); ainda, apdés 2 semanas de aplicagéo da
EEA o peso dos musculos denervados do grupo que treinou com EEA era 60%
maior do que o grupo controle (ibid., 2007). Desta forma, no presente estudo as
duas semanas de treinamento com EEA (de P15 a P29) podem ter sido suficientes
para que tenha ocorrido um aumento de volume muscular com hipertrofia
significativa. Entéo, parece razoavel afirmar que no P29 os animais do presente

estudo haviam sofrido as adapta¢cdées neuromusculares caracteristicas do efeito
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agudo do treinamento (WILMORE & COSTILL, 2004) e de hipertrofia em fases
cronicas (ASHLEY et al, 2007; al-Amood et al. 1991). Finalmente, os ganhos
significativos com a diminuicdo dos déficits da descarga de peso s6 foram
verificados apds 10 e 14 dias de aplicacdo da EEA e este resultado corrobora com
os achados de Ashley et al. (2007) para aumento da producao de forca devido a
hipertrofia muscular.

No segundo caso, pode ter ocorrido a inibicdo segmentar de sinais
nociceptivos ao cérebro no corno dorsal da medula espinal e a ativagado da via
descendente inibitéria com maior liberagdo de neurotransmissores (HEIDLAND et
al., 2013; WODLINGER et al., 2005). Ainda, no presente estudo a posicao dos
eletrodos (i.e., um dos eletrodos foi posicionado no dorso do animal junto a regiéo da
medula espinal) pode ter induzido a diminuicdo da dor por meio da estimulagao
elétrica dos GRDs da medula espinal (DEER et al. 2012). Ainda, na presenca da
inibicdo muscular caracteristica da OA, a EEA parece ser a principal ferramenta para
“acordar” o musculo quando o mesmo nao consegue responder ao comando
voluntario (FITZGERALD et al., 2004). No presente estudo, a diminuigdo da inibicao
muscular resultante do treinamento fisico com EEA pode ter levado a um aumento
da funcao contratil do musculo; do ponto de vista do funcional, leva a uma melhor
economia de movimento, que é a razao entre o trabalho realizado e o custo
energético (WINTER, 2005; HEGLUND & CAVAGNA, 1985). Os resultados do
presente estudo apontam para uma melhora do desempenho dos animais no teste
comportamental do campo aberto, o qual avaliou a saude geral do sistema de
movimento; com o retorno dos parametros numero de cruzamentos nos 4 minutos
finais e totais aos valores basais (antes da indugéo da lesédo) (Figura 13b e 13c);
assim como do numero de rearings, neste caso com valores inclusive maiores do
que os encontrados na linha de base, 0 que indica uma melhora muito importante
nestes movimentos nos 4 minutos finais e totais do teste (Figura 14b e 14c). Assim,
a economia de movimento aumentou e ocorreu uma maior capacidade de realizagao
de trabalho para um mesmo tempo de teste (ibid., 1985). Elboim-Gabyzon et al.
(2012) afirmam que a EEA neuromuscular quando associada a um programa de
exercicio fisico aumentou a eficacia do programa de treinamento pelo alivio da dor e
pelo aumento da ativagao voluntaria, mas nao foi encontrado efeito sobre o aumento

de produgdo de forga muscular ou da performance funcional. Desta forma, no



59

presente estudo, a diminuicdo dos déficits de descarga de peso pode ser explicada
tanto pelo aumento da produgcéo de forga, quanto pela diminuicdo da inibigao
muscular com aumento da economia de movimento ao longo do periodo de
treinamento com EEA.

6.4 Terapia combinada

A utilizacdo da TC para o tratamento da OA visa a melhora do quadro
inflamatério e algico (por meio da LBP) e fortalecimento da musculatura (por meio da
EEA). As TCs sao usualmente utilizadas para o tratamento da OA de joelho via
farmacos associados a outras terapias (ZHANG et al., 2012; MAVROMMATIS et al.,
2012). Em um estudo recente Bertolini et al. (2011b) avaliaram o efeito agudo da
LBP e exercicio fisico (exercicio de natagdo forcada), como resultado esta TC,
quando comparada com a LBP, apresentou menor redugdo do quadro doloroso. A
EEA é uma modalidade de exercicio fisico com pouca sobrecarga articular, quando
comparada com a caminhada ou corrida (WINTER, 2005), e desta forma pode
oferecer os beneficios do exercicio fisico sem sobrecarregar a articulagdo acometida
pela lesdo. No presente estudo, apesar de diminuir os déficits de descarga de peso,
a TC nao foi muito efetiva para melhorar a quadro de hiperalgesia secundaria, como
veremos ao final deste paragrafo (teste de analgesia). Nossos dados corroboram
com os de Bertolini et al. (2011b) que avaliaram o efeito agudo da aplicagédo de LBP
e exercicio fisico; desta forma, baseado nos resultados do presente estudo, parece
que a LBP isolada foi também o Unico tratamento capaz de diminuir os efeitos
crénicos de modulacdo da dor devido a OA de joelho. Com o acréscimo da EEA
ocorreu uma diminuigéo do limiar de retirada da pata para o grupo TC. Isto pode ter
sido devido ao aumento do nivel de estresse dos animais pela aplicagcédo de dois
procedimentos manipulativos por dia. Era esperado que o grupo TC apresentasse 0s
melhores resultados em todos os testes pelo efeito positivo da LBP associado a um
protocolo de fortalecimento muscular com baixo impacto articular. Para o teste de
analgesia os resultados foram favoraveis para a TC quando comparada com a EEA
no P25, isto indica, por subtracdo, que quando a LBP foi acrescentada a EEA
ocorreu uma diminuigcao significativa da hiperalgesia secundaria em P25; porém nao
houve diferenca com o grupo Controle (Figura 18). No dia P29 o grupo TC néao

apresentou bom desempenho quando comparado com o grupo Controle (Figura
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18a). Este resultado contraditério pode ser explicado pelo nivel de estresse dos
animais citado anteriormente, desta forma pode-se afirmar que a TC resultou em um
efeito moderado sobre o parametro limiar de retirada da pata.

Apesar dos resultados contraditérios para a diminuicdo da hiperalgesia
secundaria, a TC foi tao efetiva quanto a LBP e a EEA para melhorar os déficits
crénicos de hiperalgesia primaria (ndo ha diferenca entre os grupos LBP, EEA e TC
no dia P29; Figura 16). A TC entdo exerce efeito de fortalecimento da musculatura e
diminuicdo da dor, o resultado € uma melhor capacidade de o animal suportar o
peso corporal pela pata afetada; se extrapolarmos estes resultados para estudos
clinicos pode significar uma melhor funcionalidade do sistema de movimento, melhor
qualidade da marcha e maior independéncia funcional. Porém, os resultados
experimentais do presente estudo indicam que em casos de OA crénica a prescricdo
de exercicio fisico associado a LBP deve ser cautelosa. Aparentemente, tanto o
exercicio de natacao forcada (BERTOLINI et al, 2011b), quanto a EEA (presente
estudo), duas modalidades de exercicio fisico com baixo nivel de impacto articular,
podem resultar no aumento do quadro algico dos animais. A contracdo da
musculatura da regido afetada estimula as termina¢des nervosas livres articulares e,
o disparo destas aferéncias induz alteracdes do tipo LTP (SANDKUHLER, 2000),
com a diminui¢gdo do limiar de excitabilidade dos neurénios de segunda ordem da
medula espinal (FELSON & SCHAIBLE, 2009). Desta forma, conforme os resultados
do presente estudo, o quadro de hiperalgesia secundaria permanece relativamente
nao resolvido.

No teste do campo aberto o grupo TC apresentou recuperagédo do numero de
cruzamentos no primeiro minuto (Figura 13a), isto indica que no momento POS os
animais exploraram o ambiente durante o primeiro minuto com a mesma intensidade
do momento PRE (ver legenda da Figura 13 para as siglas). Esta maior
movimentacdo indica que no comego do teste os animais ndo sentiram tanta
incapacidade ao se movimentar, uma vez que o instinto dos animais é de explorac¢ao
do ambiente, principalmente durante o 1° minuto de exposicao. Este resultado indica
que, em um primeiro momento os animais nao sentiram dor ao se movimentar. Mas
com o passar dos minutos de teste a estimulacdo das aferéncias nociceptivas devido
ao movimento, resultou em diminuicdo da atividade exploratoria nos quatro minutos

finais e totais do teste (Figuras 13b e 13c). Este resultado vai ao encontro dos
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resultados de resolugdo da hiperalgesia primaria sem resolugdo completa da
hiperalgesia secundaria. E provavel que os animais sentissem dor em repouso ap6s
o primeiro minuto de teste, diminuindo assim a atividade exploratéria no tempo
restante do teste. Em relacdo ao numero de rearings, o grupo TC apresentou um
desempenho igual ao antes da inducao da lesao para todos os parametros, este
resultado indica que a funcionalidade dos membros posteriores foi reestabelecida
com a TC, onde ha melhor desempenho do membro afetado na tarefa especifica de
sustentacao do peso corporal. Os resultados descritos neste paragrafo indicam que
a principal vantagem da TC em relagdo a LBP isolada foi este melhor desempenho
em 4 dos 6 parametros analisados no teste do campo aberto (o grupo LBP néao
apresentou um bom desempenho em nenhum parametro). Assim, a TC foi efetiva
para melhorar a saude geral dos animais e ndo apenas na diminuicdo dos quadros

algicos primarios e secundarios.
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7 Conclusdes

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito da TC sobre o comportamento
de ratos submetidos ao modelo experimental de osteoartrite de joelho por injecao
intra-articular de IM. O resumo dos principais resultados e conclusdes do presente

estudo foram:

i. O modelo experimental de OA de joelho proposto foi induzido com sucesso e
resultou em déficits agudos e cronicos ao longo de 30 dias de experimento;

i. O tratamento com LBP resultou em diminuicado dos déficits devido a
hiperalgesia primaria e secundaria a lesdo, porém nao teve impacto sobre a
funcionalidade geral do sistema de movimento dos animais. Desta forma, a
LBP resultou no tratamento sintomatico da OA de joelho;

iii. O treinamento com EEA resultou em diminuicdo dos déficits de hiperalgesia
primaria e teve impacto sobre a funcionalidade geral do sistema de
movimento. Desta forma, a EEA foi capaz de melhorar a condi¢cdo geral do
aparelho locomotor do animal;

iv. A TC resultou em diminuicdo dos déficits de hiperalgesia primaria e efeito
moderado sobre a hiperalgesia secundaria, além de impacto positivo sobre a
funcionalidade geral do sistema de movimento. Desta forma a TC apresentou

efeito sobre o tratamento sintomatico e funcional da lesao.

Estes achados sugerem que com a analise do comportamento de ratos
submetidos ao modelo experimental de osteoartrite de joelho foi possivel verificar o
efeito de 3 tipos diferentes de intervengbes. A mensuragao dos déficits de descarga
de peso ofereceu um marcador importante sobre o nivel de incapacidade,
funcionalidade e de sensibilizacdo da articulagdo acometida pela lesdo. Como
complemento, o teste de analgesia ofereceu a base para avaliar o nivel de
sensibilizacdo central e permitiu analisar como a dor crénica e as intervengdes
alteraram os limiares de excitabilidade de neurdnios de segunda ordem na medula
espinal. Desta forma, a LBP tem efeito sintomatico sobre a lesdo, com a diminuigéao
da sensibilizagao periférica e central; a EEA tem efeito funcional sobre a lesdo, com
o retorno da atividade exploratéria e locomotora aos valores de base; e a TC
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apresentou um efeito combinado com o tratamento sintomatico oferecido pela LBP e
com o efeito sobre a funcionalidade do aparelho locomotor dos animais pela EEA.
Baseado nestes resultados, a TC apresentou efeitos tanto sobre o controle da
dor, quanto para a menor incapacitacdo e melhor funcionalidade, sendo indicada
para combater os efeitos deletérios da OA de joelho sobre o sistema de movimento.
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