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RESUMO

A osteoartrite (OA) é um distarbio musculoesquelético que acomete as articulacdes e,
das doencas articulares, ela é a mais prevalente. A OA é multifatorial e apresenta
como sintoma mais recorrente a dor. Sabe-se que, além da patologia articular,
mecanismos centrais contribuem para intensificar a dor em pacientes com OA. As
células da glia medulares tém sido investigadas na OA, e tém um papel importante na
nocicepcao induzida pela OA. Os recursos fisioterapéuticos, como o ultrassom
terapéutico (US) e a laserterapia (LASER), tém sido amplamente utilizados na prética
clinica porque apresentam efeitos anti-inflamatérios e antinociceptivos em diversos
distarbios, incluindo a OA, e apresentam a vantagem de quase ndo apresentarem
efeitos adversos Sendo assim, o objetivo do estudo foi investigar o efeito do US e do
LASER na nocicepc¢ao induzida pela OA e avaliar a participacdo das células da glia
na nocicepcdo por meio de ensaios farmacolégicos em camundongos. Foram
utilizados camundongos machos Swiss, pesando entre 35 a 45 g. Para a inducdo de
OA, os animais foram submetidos a uma Unica injecdo intra-articular (i.a.) de 3,4
mg/Kg de iodoacetato monossaédico (MIA). O limiar nociceptivo mecéanico foi avaliado
pelo teste de von frey filamentos no periodo de 21 dias. Pardmetros clinicos de
marcha, temperatura e diametro articular também foram avaliados. A participacdo da
microglia e astrécitos espinais na nocicepc¢do induzida pela OA foi avaliada. Para isso,
animais com OA e controle foram receberam uma injecéo por via intratecal (i.t.) no 14°
dia de minociclina (inibidor microglial) ou fluorocitrato (inibidor de astrécitos) nas doses
de 0,001 mg/Kg e 0,002 mg/Kg de minociclina ou 5 nmol/Kg e 10 nmol/Kg de
fluorocitrato. Além disso, animais com OA e controle foram tratados diariamente ao
longo de 21 dias com US (1 MHz, 1 W/cm?, continuo, 5 minutos) ou LASER (830 nm,
continuo, 2 pontos de 8 J/cm?). A duragdo da antinocicepgdo de um Unico tratamento
com US ou LASER no 14° dia também foi avaliada. Foi verificado que a injecdo i.a. de
MIA promoveu nocicepcédo a partir do terceiro dia até o 21° dia em relacao ao grupo
controle. A injecao i.t. tanto de minociclina como de fluorocitrato reverteu a nocicepgao
induzida pela OA, sugerindo a participacéo das células da glia espinais na nocicepcao.
O tratamento diario com US atenuou a nocicepcéao induzida pela OA do 14° ao 21° dia
de tratamento, enquanto com o LASER atenuou no 3°, 10° e 14° dias de avaliagdo. O
tratamento Unico com US ou LASER no 14° dia teve efeito antinociceptivo que durou
uma hora apés a aplicacdo. Ndo foram observadas diferencas na temperatura e
diametro articular ao longo do experimento, assim como ndo houve alteracbes
significativas de marcha. De acordo com os resultados, conclui-se que a OA promove
nocicepc¢ao e ativacao glial. Os recursos fisioterapéuticos promoveram antinocicepgao
guando aplicados diariamente e o presente modelo nociceptivo ndo causou alteragoes
da marcha ou da temperatura e diametro articular.

Palavras-chave: Osteoartrite. Nocicepcao. Ultrassom. Laser. Glia



ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a musculoskeletal disorder that affects the joints and is the most
prevalent of the joint diseases. OA is multifactorial and the most common pain
symptom is pain. It is known that, in addition to joint pathology, central mechanisms
contribute to intensify pain in patients with OA. Spinal glial cells have been investigated
in OA, and they play an important role in OA-induced nociception. Physiotherapeutic
resources, such as therapeutic ultrasound (US) and laser therapy (LASER), have been
widely used in clinical practice because they produce anti-inflammatory and
antinociceptive effects in several disorders, including OA, and are almost free of
adverse effects Therefore, the objective of this study was to investigate the effects of
US and LASER on OA-induced nociception and also to assess the participation of glial
cells in the nociception through pharmacological experiments in mice. Male Swiss mice
weighing between 35 and 45 g were used. For the induction of OA, the received a
single intra-articular (i.a.) injection of 3.4 mg/Kg of monosodium iodoacetate (MIA). The
mechanical nociceptive threshold was evaluated by the von frey filaments test for 21
days. Clinical parameters of gait, temperature and articular diameter were also
evaluated. The participation of microglia and spinal astrocytes in OA-induced
nociception was evaluated. For this, animals with OA and control animals were injected
intrathecally (i.t.) on the 14th day with minocycline (a microglial inhibitor) or fluorocitrate
(an astrocyte inhibitor) at the doses of 0.001 mg/Kg and 0.002 mg/K of minocycline or
5 nmol/Kg and 10 nmol/Kg of fluorocitrate. In addition, animals with OA and control
animals were treated daily over 21 days with either US (1 MHz, 1 W/cm 2, continuous,
5 minutes) or LASER (830 nm, continuous, 2 points of 8 J/cm 2). The duration of the
effects of a single treatment with US or LASER on the 14th day was also evaluated. It
was verified that the i.a. injection of MIA caused nociception from the third day until the
21st day compared to the control group. The i.t. injection of both of minocycline and
fluorocitrate reversed the OA-induced nociception, suggesting that spinal glial cells
participate in the nociception. Daily treatment with US attenuated the OA-induced
nocicetion from the 14th to the 21st day of treatment, while LASER attenuated
nociception in the 3rd, 10th and 14th day of evaluation. Single treatment with US or
LASER on the 14th day had an antinociceptive effect that lasted for one hour after the
application. No differences in joint temperature and diameter were observed during the
experiment, nor were there any significant changes in gait. According to the results,
we conclude that OA causes nociception and glial activation, the physiotherapeutic
agents promoted antinociception when applied daily, and the present nociceptive
model did not cause any changes in gait or joint temperature and diameter.

Key-words: Osteoarthritis. Nociception. Ultrasound. Laser. Glia
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1 INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) é um distirbio crénico e progressivo que acomete
articulacdes sinoviais, causando deterioracado da cartilagem articular e outros tecidos
articulares, levando a comprometimentos funcionais e, principalmente, a dor articular,
prejudicando o bem-estar e qualidade de vida dos individuos (PELLETIER et al.,
2016).

Sinais e sintomas da OA sao dor, reducdo da funcao, rigidez articular,
instabilidade ou “falseamento” articular, deformidade articular, edema, crepitagao
articular e, dependendo da persisténcia da dor, acometimento psicoldgico. (HUNTER
et al., 2009).

Apesar de a dor na OA ser resultante de uma série de eventos periféricos que
levam a patologia articular, varios estudos tém atribuido a dor da OA também a
mecanismos centrais (HUNTER et al., 2009; SAGAR et al., 2011; WOOLF, 2012), em
que a via nociceptiva torna-se sensibilizada e a percepc¢ao da dor € amplificada.

As células da glia tém sido estudadas como estruturas cruciais envolvidas no
processo de sensibilizacdo central em casos de dor cronica, e a participacdo da
micréglia e de astrocitos ja foi demonstrada em modelos experimentais de OA
(OGBONNA et al., 2013; OGBONNA; CLARK; MALCANGIO, 2015; SAGAR et al.,
2011), destacando a importancia da atividade dessas células na dor desencadeada
pela OA.

Em distarbios cronicos, como a OA, o aumento de impulsos nocicpetivos na via
nociceptiva pode levar a ativacéo de células da glia na medula espinal. Com a ativagéo
dessas células, sao liberados mediadores pré-inflamatérios que, atuando nos
neurdnios nociceptivos a nivel central, alteram a excitabilidade da via nociceptiva,
resultando em geracdo e transmissdo amplificada de impulsos nociceptivos e
percepcéao alterada de dor (MILLIGAN; WATKINS, 2009).

Aléem dos recursos farmacoldgicos no tratamento da OA, os quais podem
agregar efeitos adversos indesejados, terapias nao farmacologicas também séo
utilizadas, como o ultrassom terapéutico (US) e a laserterapia (LASER). Além de
serem seguros no tratamento da OA, esses recursos promovem um alivio significativo
da dor (WITTENAUER; SMITH; ADEN, 2013; ZENG et al., 2015).
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Varios estudos investigaram diferentes formas de influenciar, a nivel espinal, a
atividade das células da glia como forma de modular a dor. Tanto o US como o LASER
séo utilizados como forma de tratamento em modelos experimentais de OA, no
entanto a literatura ainda traz poucos estudos demonstrando o efeito do tratamento
com US e LASER na atividade de microglia e astrocitos espinais e,
consequentemente, o efeito antinociceptivo desses recursos por meio da modulagéo

da atividade glial.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OSTEOARTRITE

A osteoartrite (OA) € uma doenca musculoesquelética caracterizada por lesées
nas articulacées sinoviais, mais comumente dos joelhos, quadris, maos e coluna
(ROSIS; MASSABKI; KAIRALLA, 2010). Trata-se de um disturbio cronico, e, portanto,
insidioso e progressivo, que leva a alteracdes nas estruturas articulares. Uma
articulacdo com OA pode apresentar areas focais de perda de cartilagem articular,
esclerose do osso subcondral e comprometimento de estruturas envolvidas na
articulagéo, incluindo o tecido sinovial, ligamentos, componentes neuromusculares e
capsula articular (PEREIRA et al., 2011; ROSIS; MASSABKI; KAIRALLA, 2010).

Como um disturbio complexo, a OA ndo € apenas um processo Unico, mas um
conjunto de sinais clinicos e patologicos resultantes de falhas estruturais de uma ou
mais articulagdes sinoviais, normalmente apresentando sintomatologia (NUKI, 1999).
Devido ao fato de o turnover de colageno na matriz extracelular da cartilagem, ou seja,
a quebra e reposicao desse colageno, ser substancialmente lento, uma eventual leséo
articular com dano da cartilagem torna-se um severo agravante que pode levar ao
processo de falha da articulacédo (EYRE, 2004). Em outras palavras, se a homeostase
entre o reparo e o desarranjo articular for afetada, a capacidade de reparo articular
pode ser sobrepujada, dando lugar a génese do processo da OA.

De uma forma geral, a OA tem sido classificada simplesmente como primaria

ou secundaria. Por um lado, a forma primaria da OA, também conhecida como
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idiopatica, ocorre quando ndo ha uma causa Obvia que leve a predisposicdo de
desenvolver OA (NUKI, 1999). Atribui-se a OA primaria também ao processo do
envelhecimento (WITTENAUER; SMITH; ADEN, 2013), embora os fatores que
caracterizam a OA secundaria também tenham relacdo com a idade. Por outro lado,
a OA secundaria normalmente envolve a presenca de um ou mais fatores de risco
bem definidos, que desencadeiam o processo da OA (NUKI, 1999; WITTENAUER,;
SMITH; ADEN, 2013). Embora essa classificacéo tenha sido amplamente utilizada e
aceita, ha autores que ndo a consideram significativa, uma vez que, na sua
concepcao, a OA é sempre secundaria a uma outra causa (BRANDT; DIEPPE;
RADIN, 2009).

Uma série de fatores de risco pode contribuir para o desenvolvimento da OA.
Esses fatores podem ser relacionados as caracteristicas do individuo ou inerentes a
articulacdo comprometida (BARNES; EDWARDS, 2005; JOHNSON; HUNTER, 2014).
Destacam-se como caracteristicas do individuo que podem predispor a ocorréncia da
OA: fatores genéticos, idade, sexo, obesidade e dieta. Em relacdo a articulacdo, os
fatores que podem predispor ao surgimento ou progressdo da OA sao: atividades
fisicas repetitivas e relacionadas a ocupacéo, lesdes articulares pdos-traumaticas,
excesso de peso, fragueza muscular, e alinhamento ou morfologia articular que
provoque distribuicdo alterada de carga na mesma (BARNES; EDWARDS, 2005;
JOHNSON; HUNTER, 2014; NEOGI; ZHANG, 2013).

Considerando dados  epidemiolégicos, no grupo das doencas
musculoesqueléticas que acometem as articulagdes, a OA é a mais prevalente
(JOHNSON; HUNTER, 2014; PEREIRA et al., 2011). De acordo com o estudo de
Johnson (JOHNSON; HUNTER, 2014), a OA chega a afetar 15% da populacao adulta
e lidera as causas de deficiéncias funcionais nos membros inferiores. De Rosis e
colaboradores averiguaram gue 36,9% dos idosos avaliados no seu estudo com idade
acima de 64 anos apresentaram diagnostico de OA, sendo a maioria (70,9%) do sexo
feminino (ROSIS; MASSABKI; KAIRALLA, 2010).

Um relatério de 2004 publicado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
considera a OA como a maior causa de incapacidade em idosos, compreendendo
aproximadamente 50% dos disturbios musculoesqueléticos. Estima-se mundialmente
que 9,6% dos homens e 18% das mulheres com mais de 60 anos apresentem OA
sintoméatica (WITTENAUER; SMITH; ADEN, 2013). Sendo assim, a OA acarreta um

impacto econdmico significativo pelo uso de recursos de saude, visto que individuos
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com OA na maioria das vezes procuram consultas, necessitam de dispositivos de
auxilio, medicamentos para controle da dor e, em casos mais avancados,
intervengdes cirargicas de protetizagdo (WITTENAUER; SMITH; ADEN, 2013).

No Brasil, a Sociedade Brasileira de Reumatologia destaca a OA como o
distarbio mais frequente a ser atendido nos ambulatérios de reumatologia,
correspondendo de 30 a 40% dos atendimentos realizados. Ademais, dados da
Previdéncia Social do Brasil atribuem a OA 7,5% dos casos de afastamento do
trabalho e 6,2% dos casos em que ha& necessidade de aposentadoria precoce
(SOCIEDADE BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA, 2017), revelando o impacto social
e econdmico que a OA pode ter.

O diagnéstico da OA normalmente leva em consideracdo os sinais clinicos e
sintomas normalmente associados a doenca e os achados nos exames diagndsticos
por imagem, principalmente radiograficos (HUNTER et al.,, 2009; KEAN; KEAN;
BUCHANAN, 2004). Os sinais e sintomas que caracterizam a OA sao varios. A dor
articular € o sintoma mais comum deles. Essa dor normalmente € associada a
atividade ou ao movimento e, em casos mais avangados, ocorre em repouso. Além
disso, ela normalmente € profunda, apresenta-se de forma difusa e tem inicio
insidioso. Quando persistente, essa dor pode levar a estresse psicoldgico. Outros
sinais apresentados pela OA séo reducdo da funcionalidade do individuo, rigidez
articular (principalmente ap6s periodos de inatividade) e instabilidade articular.

Deformidades articulares, edema e crepitacao também podem ser identificados
na OA (HUNTER et al., 2009). A OA é mais facilmente diagnosticada em estagios
mais avancados, quando os sinais e sintomas estdo mais evidentes. Em estagios
iniciais, a OA pode ser dificil de diagnosticar. Exames por imagem podem auxiliar no
diagndstico precoce da OA, sendo a ressonancia magnética melhor que a radiografia
nesses casos (PELLETIER et al., 2016), contudo nem sempre a ressonancia €
escolhida devido & sua menor acessibilidade devido ao fato de ser mais onerosa.

A radiografia € uma ferramenta diagndstica bastante utilizada para auxiliar no
diagnoéstico da OA. A respeito dos achados radiograficos que oferecem indicios de
OA, eles séo: perda ou diminuigéo do espaco articular, aumento da densidade do osso
subcondral (também conhecido como esclerose do 0sso subcondral), formacdo de
ostedfitos e presenca de cistos no osso subcondral. Apesar de oferecer importantes
informacdes sobre a situacao articular, a radiografia € um recurso adjunto da avaliacao

clinica, sendo o exame clinico a etapa mais importante da avaliacdo (KEAN; KEAN;
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BUCHANAN, 2004), uma vez que os achados radiograficos nem sempre
correspondem a sintomatologia relatada e os sinais apresentados pelos pacientes
(HEIDARI, 2011; HUNTER et al., 2009; KEAN; KEAN; BUCHANAN, 2004).

2.2 TRATAMENTO DA OA

De forma geral, o tratamento da OA pode ser dividido em farmacoldgico, nao
farmacolégico e cirdrgico. A fisioterapia enquadra-se na modalidade né&o
farmacolégica de tratamento da OA. O foco da atuacdo fisioterapéutica € a
manutencao do quadro clinico estavel do paciente e melhora da funcao, reduzindo ao
maximo a quantidade de efeitos adversos dos tratamentos farmacolégicos ou
cirargicos para o individuo. Comumente, a intervencao nao farmacolégica € associada
a farmacologica, reduzindo assim a quantidade necessaria de drogas para o controle
da dor, e assim a toxicidade causada por elas (BARNES; EDWARDS, 2005). Para
alcancar esse objetivo, a fisioterapia deve se preocupar em reduzir a fraqueza
muscular, promover melhora da amplitude de movimento, melhorar a marcha, o
desempenho nas atividades de vida diaria e, principalmente, reduzir a dor (BARNES;
EDWARDS, 2005; COIMBRA et al., 2002).

A cinesioterapia € a principal ferramenta fisioterapéutica no tratamento da OA.
Entretanto, outros recursos estao a disposi¢ao do fisioterapeuta, e sao utilizados de
forma adjunta no controle da patologia, auxiliando no tratamento e otimizando os
resultados. Recursos como ultrassom terapéutico, laser e outros recursos
fisioterapéuticos, tais como a estimulacdo elétrica transcutanea do nervo (TENS) e
outras formas de eletroestimulacéo, tém sido amplamente utilizados na literatura para
tratamento da OA, demonstrando resultados positivos, além de oferecer a vantagem

de serem técnicas ndo invasivas que geram poucos efeitos adversos para o individuo.

2.2.1 Ultrassom terapéutico
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O ultrassom terapéutico (US) é um dos recursos utilizados pela fisioterapia no
tratamento da OA. O US consiste na aplicacdo de ondas sonoras nos tecidos,
provocando efeitos térmicos e ndo térmicos (BAKER, 2001; ZENG et al., 2014).

A utilizacdo médica do ultrassom comecou a ser explorada em meados de
1930, inicialmente com o objetivo de aquecimento tecidual. Por volta de 1950, a
aplicacdo nao focalizada do ultrassom foi fundamentada, e em 1970 a técnica foi
estabelecida para o uso na fisioterapia (MILLER et al., 2012). Entretanto, desde ent&o,
tanto o ultrassom diagndstico como o terapéutico apresentaram desenvolvimento
significativos. Atualmente, a modalidade terapéutica do ultrassom pode ser utilizada
como terapia de uma vasta gama de condic¢des clinicas, incluindo ablacao tecidual na
terapia do céancer, alivio de glaucoma, consolidacdo de fraturas 6sseas, distlrbios
musculoesqueléticos e até problemas de calculos renais. Adicionalmente, o ultrassom
pode ser uma ferramenta para auxiliar cirurgias e também pode contribuir facilitando
a administracdo de farmacos (IZADIFAR; BABYN; CHAPMAN, 2017; MILLER et al.,
2012).

A modalidade terapéutica do ultrassom utilizado pela fisioterapia compreende
um aparelho que é normalmente composto por uma unidade base gerando sinais
elétricos que sdo enviados a um transdutor manipulavel (MILLER et al., 2012). O
transdutor tem um cristal de ceramica piezelétrico, que converte o sinal elétrico em
vibracdes, as quais se propagam pela matéria. Comumente, é utilizado um meio
acoplante que serve como interface entre o transdutor e o tecido, de modo a garantir
a propagacdo das ondas sem que haja perda da energia mecéanica por refracao.
Devido a alta impedancia, o ar ndo € um bom condutor das ondas ultrassonoras,
causando refracdo e podendo danificar o transdutor, que é fragil. A 4gua, por sua vez,
€ um Gtimo agente acoplante devido as suas propriedades acusticas, e além da agua,
géis a base de agua também sdo comumente recomendados e utilizados na pratica
clinica (BAXTER, 2003).

A partir do momento em que as ondas do ultrassom adentram o corpo, 0
ultrassom promove efeitos fisicos e biolégicos que sdo normalmente caracterizados
como térmicos ou ndo térmicos (BAKER, 2001).

Os efeitos térmicos, como o proprio nome denota, compreendem o aumento da
temperatura tecidual como resultado da estimulacdo pelas ondas sonoras (figura 1).
O calor gerado pelo ultrassom surge da absorcao da energia ultrassonica pelo tecido

de acordo com os parametros do feixe ultrassénico e da configuracdo de exposicéo
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ao mesmo. O aquecimento do tecido pela energia ultrassénica depende também das
caracteristicas do tecido tratado, como o coeficiente de absorcéo, densidade tecidual,
perfusdo tecidual, etc (DALECKI, 2004). Tecidos com mais proteina absorvem melhor
a energia oferecida pelo ultrassom, tendendo a aumentar mais a temperatura tecidual
(JOHNS, 2002), enquanto a aplicacdo de ultrassom sobre células isoladas em cultura
nao aparenta ter um efeito térmico tdo intenso (LOVE; KREMKAU, 1980). Efeitos
atribuidos ao aquecimento tecidual provocado pelo ultrassom sdo o aumento da
atividade metabdlica celular, aumento do fluxo sanguineo local, efeito analgésico
sobre nervos e, adicionalmente, maior extensibilidade do colageno (BAKER, 2001).
Em relacédo aos efeitos ndo térmicos do ultrassom, existe um grande esforco
da comunidade cientifica para melhor compreendé-los, devido ao fato de esses efeitos
serem mais imprevisiveis do que os efeitos térmicos. Enquanto os efeitos térmicos
podem ser planejados, principalmente pelo uso de um feixe focalizado (MILLER et al.,
2012), os efeitos ndo térmicos apresentam mais variabilidade e séo diversos. Dentre
os efeitos ndo térmicos causados pelo ultrassom terapéutico, 0s mais comumente
citados sé&o os efeitos de cavitacéo, formacéo de microbolhas em agentes de contraste
e formacéo de correntes acusticas (BAKER, 2001; IZADIFAR; BABYN; CHAPMAN,
2017; MILLER et al., 2012) (figura 1), embora outros efeitos ndo térmicos relacionados
a campos acusticos provocados pelo ultrassom também tenham sido relatados com

menor frequéncia.
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dissipacgdo da colapso de bolhas fluido
energia acustica de vapor/gas
Figura 1 - imagem esquematica representando os efeitos térmicos e ndo térmicos do ultrassom,
similares com os que acontecem nos fluidos teciduais.
Fonte: adaptada de LEGAY e colaboradores (2011).

A cavitacdo é um dos efeitos ndo térmicos causados pelas vibragdes ritmicas
do ultrassom terapéutico. Basicamente, a cavitagdo € o resultado da interagdo do
campo acustico com bolhas de gas. Dessa forma, € necessario a presenca de um
tecido ou fluido contendo gés estabilizado, e, com a propagacédo pelo tecido, ondas
de rarefacdo podem iniciar a formacao de bolhas nesses tecidos (DALECKI, 2004).
Em outras palavras, essas ondas de rarefagdo reduzem a presséo no local, fazendo
com que haja expansado e surgimento de microbolhas. A cavitacdo, seja ela inercial
ou ndo inercial, promove efeitos biolégicos que podem ser benéficos. A cavitacédo
inercial ocorre quando ha a formacao de microbolhas, que permanecem oscilando e
ndo colapsam violentamente. Esse efeito tem sido considerado benéfico para
tratamento de tecidos lesados. No caso da cavitagdo nao inercial, as microbolhas sé&o
formadas e implodem violentamente em curtos espacgos de tempo, podendo causar
danos as estruturas préoximas (IZADIFAR; BABYN; CHAPMAN, 2017). De qualquer
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forma, a cavitacdo provoca efeitos secundarios nos tecidos que também seréo
discutidos.

Um desses efeitos secundérios é a formacao de correntes acusticas nos fluidos
teciduais. Pode-se caracterizar correntes acusticas como uma alteragéo localizada no
fluxo de fluidos em torno de bolhas oscilantes devido a propagacéo do campo acustico
(BAKER, 2001). O movimento do fluido circundando uma microbolha oscilando no seu
proprio eixo, ou 0s microjatos formados pelo colapso dessas bolhas, fazem parte do
fendbmeno de correntes acusticas. As correntes acusticas tém sido implicadas em
meétodos diagnosticos nédo invasivos (IZADIFAR; BABYN; CHAPMAN, 2017).

Além desses efeitos, outros efeitos secundarios potenciais da terapia com
ultrassom incluem a aplicacdo de forgcas compressivas, tensionais e estresse de
cisalhamento sobre o tecido (MILLER et al., 2012), o que pode ser interessante no
processo de remodelamento tecidual durante a regeneracéo. Entretanto, dependendo
da intensidade da aplicacédo, essas forcas podem se tornar insultos teciduais. Do
ponto de vista da aplicacdo terapéutica dos efeitos do ultrassom acima descritos,
Johns postula que os efeitos de cavitacao e correntes acusticas inicialmente causam
um retardo no crescimento celular, seguido de um aumento na sintese proteica,
estimulando assim a recuperacao celular (JOHNS, 2002).

Além dos efeitos ndo térmicos acima descritos, sdo varios os relatos na
literatura de que o ultrassom tem a capacidade de influenciar a funcdo imune e,
consequentemente, a inflamacg&o. Muitos dos estudos investigando os efeitos do
ultrassom sobre a atividade das células imunes e na inflamacéo datam nas décadas
de 80 e 90, em contraste com os estudos mais recentes envolvendo os demais efeitos
nao térmicos. Um estudo in vitro revelou que o ultrassom tem a capacidade de
aumentar a adesédo de leucdcitos nas células endoteliais (MAXWELL et al., 1994), o
gue possivelmente pode estimular a passagem dessas células para o tecido alvo
durante a inflamacéo in vivo. Além disso, Estudos in vivo em ratos demonstram que
doses mais elevadas, no limite do espectro terapéutico do ultrassom, podem levar a
degranulacdo de mastocitos na pele, o que nédo ocorre em doses terapéuticas
menores (DYSON; LUKE, 1986). Foi visto também que a estimula¢cdo com ultrassom
reduz a capacidade fagocitica de macrofagos peritoniais de camundongos
(ANDERSON; BARRETT, 1981).

Doan e colaboradores realizaram um estudo no qual foi avaliada a proliferacéo

celular, sintese de proteinas e liberacdo de citocinas utilizando cultura celular de
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osteoblastos maxilares, fibroblastos gengivais e mondcitos periféricos. Os autores
encontraram maior proliferacdo de osteoblastos e fibroblastos, maior sintese de
coldgeno e proteinas ndo colagenas, maior liberacdo da interleucina 18 (IL-1B) e
também maior producdo de fatores angiogénicos, como por exemplo o fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF) (DOAN et al., 1999). Outro estudo do mesmo
grupo de pesquisa confirmou o aumento da liberacdo de fatores angiogénicos pela
estimulacdo com ultrassom, atribuindo também as caracteristicas regenerativas do
ultrassom a beneficiacdo do processo de angiogénese (REHER et al., 1999).

Johns, em sua revisdo sobre os efeitos ndo térmicos do ultrassom, lista outros
efeitos do ultrassom envolvendo a resposta inflamatéria e a atividade de células
imune, sendo esses 0 aumento nos niveis de diversos fatores de crescimento,
migracao e proliferacdo endotelial, crescimento de fibroblastos, crescimento de
células T, vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo, entre outros (JOHNS, 2002).
Sendo assim, a literatura traz um vasto leque de achados que apontam a capacidade
do ultrassom terapéutico de modular a inflamagao por meio da sua atuacao sobre as
células imunes.

Do ponto de vista fisioterapéutico, os resultados clinicos do tratamento com
ultrassom também tém sido relatados. Uma meta-analise investigando o efeito do
ultrassom no tratamento da dor lombar foi realizada. Apesar de alguns dos estudos
analisados terem relatado melhoras na funcdo de pessoas com dor lombar, ndo ha
evidéncia de alta qualidade o bastante para atestar claramente a eficacia do ultrassom
no tratamento desse disturbio (EBADI et al., 2014). Entretanto, o tratamento de outros
distrbios musculoesqueléticos com o ultrassom pode gerar resultados positivos, de
acordo com relatos. Pacientes com sindrome da dor miofascial apresentam reducéo
da dor, reducdo de espasmos musculares, melhora da qualidade de vida e melhora
bem-estar psicolégico de acordo com 0s questionarios aplicados, principalmente os
tratados com a modalidade continua de ultrassom (ILTER et al., 2015). O ultrassom
também foi considerado efetivo na reducéo de dor e melhora de fungéo, além de ser
um recurso seguro no tratamento de OA de joelhos, segundo uma meta-analise
publicada em 2016 (ZHANG et al., 2016). Foi demonstrado também que o US continuo
e pulsado podem causar o alivio da dor, enquanto a melhora da fungcédo esta mais
relacionada com o US pulsado em casos de OA de joelhos e quadris (YEGIN; ALTAN;
KASAPOGLU AKSQY, 2017; ZENG et al., 2014), corroborando com as consideracdes

de uma meta-analise a respeito da efetividade do US no tratamento de OA (RUTJES
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et al.,, 2010). Dessa forma, considerando as informacdes da literatura, o ultrassom
pode ser um recurso auxiliar importante no tratamento ndo farmacolégico da dor na
OA.

Por meio dos efeitos j& descritos promovidos pelo US, este recurso pode atuar
direta e indiretamente na dor cronica por meio de diversos mecanismos. Além do
aguecimento tecidual local, o0 US pode promover um efeito de micromassagem e
melhorar a nutricdo tecidual (ILTER et al., 2015). Além disso, no caso especifico da
OA, o US pode melhorar a extensibilidade dos tecidos articulares, como a capsula,
tenddes e ligamentos, melhorar a permeabilidade capilar e fluxo sanguineo local e até
mesmo modular a dor pela ativacdo de fibras do tipo Aa e AB (YEGIN; ALTAN;
KASAPOGLU AKSQY, 2017).

Além dos efeitos periféricos ja descritos, os efeitos centrais do tratamento com
0s recursos fisioterapéuticos tém sido investigados e descritos, embora exista poucos
estudos que fornecem esses relatos. Dois estudos distintos conduzidos por Hsieh
(HSIEH, 2005, 2008) encontraram resultados interessantes em relacao a influéncia do
US sobre a modulacao da dor na medula espinal. Um deles verificou a ocorréncia do
aumento no numero de neurdnios expressando c-Fos, um gene considerado um
marcador de ativacdo de neurdnios nociceptivos no CDME. A ativacao foi causada
pela inducdo de OA no joelho de ratos utilizando-se adjuvante completo de Freund
(CFA). Apés a aplicacao de US pulsado, houve reducao da expresséo do gene c-Fos
no corno dorsal da medula na fase inicial de OA. No entanto, na fase tardia da doenca,
houve uma inversdo dos achados, sendo identificado um aumento na expressao do
mesmo gene (HSIEH, 2008). Outro estudo similar realizado por esse mesmo grupo
investigou o nimero de neurdnios que expressam 6xido nitrico sintase (NOS), enzima
responsavel pela producdo de NO, um neurotransmissor ndo classico que participa
da sinalizacdo nociceptiva na medula espinal em resposta a dor inflamatoria. Foi
encontrado um aumento na expressao de NOS no CDME apés a inducao de OA em
ratos pela injecao i.a. de CFA, e esse efeito foi inibido pela aplicacao periférica de US
(HSIEH, 2005). Esses achados sugerem que o US pode modular a nocicep¢ao nao

somente na periferia, mas também a nivel espinal.

2.2.2 Laserterapia
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Um outro recurso que tem sido utilizado no tratamento ndo farmacoldgico da
OA é o laser.

A palavra LASER representa um acronimo do termo em inglés Light
Amplification by Stimulated Emission of Radiation (luz amplificada pela emissao
estimulada de radiacao). O laser, ou a luz concentrada emitida pelo aparelho gerador,
é formado pela emissédo estimulada de fétons. Uma lampada normal apresenta um
material condutor que, ao ser estimulado (normalmente por eletricidade), faz com que
os elétrons de seus atomos sejam excitados com a energia e saltem para uma camada
de mais energia. Nesse novo estado, esses elétrons se tornam instaveis e, ao voltar
para a camada eletrdnica anterior, liberam o excesso de energia na forma de fétons
de luz, cujo comprimento de onda sera determinado pela diferenca entre as bandas
de valéncia. No laser, entretanto, existe um meio ativo que, ao ser bombeado por
energia elétrica, libera fétons com determinada energia quantica capaz de estimular
elétrons ja excitados. Sendo assim, esses elétrons duplamente excitados liberam o
excesso de energia na forma de mudltiplos fétons, que sdo emitidos em sincronia
(BAXTER, 2003).

Os meios ativos mais comuns em aparelhos de laser comerciais sdo a mistura
de gases hélio-nebnio (He-Ne), semicondutores de arseneto de galio (Ga-As) ou
semicondutores de arseneto de gélio e aluminio (GaAlAs). Os lasers de He-Ne sao da
primeira geragao e, portanto, sdo menos utilizados atualmente. O laser de He-Ne
emite radiacdo no comprimento de onda de 632,8 nm, enquanto o Ga-As e GaAlAs
produzem radiacdo na faixa de comprimento de onda de 630 a 950 nm. Além dos
meios ativos, é necessaria uma cavidade ressonante na qual 0 meio ativo pode ser
contido e direcionado. Essa cavidade € composta internamente por espelhos, nos
quais os feixes do laser refletem indefinidamente até deixarem a cavidade, saindo
assim da ponteira ou caneta de aplicacdo (BAXTER, 2003).

O laser apresenta caracteristicas importantes que o distinguem de outras fontes
luminosas. Sao elas a monocromaticidade, colimacéo e coeréncia. Lasers sdo, na
maioria das vezes, monocromaticos, o que significa que a luz emitida é de um
comprimento de onda Unico, em contraste a luz emitida por uma lampada de
iluminacdo, por exemplo, que emite comprimentos de onda distintos variando do
violeta ao infravermelho. A colimagcédo € uma propriedade que confere poténcia do

feixe do laser, pois os fotons emitidos pelo aparelho quase ndo apresentam
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divergéncia e caminham paralelamente, mantendo-se agrupados em uma pequena
area. A coeréncia é uma propriedade especifica do laser, a qual caracteriza-se pela
manutencao da coeréncia temporal e espacial da luz emitida, isto é, a luz mantém-se
numa unica fase em que os picos e depressdes nas ondas luminosas permanecem
rigidamente alinhados (BAXTER, 2003). Essas caracteristicas atribuem ao laser a sua
especificidade na interacdo com os tecidos.

A aplicacao clinica de terapias baseadas em luz é ampla, abrangendo terapias
fotodinamicas para tratamento de cancer, terapias ultravioleta usadas em tratamentos
de doencas de pele e também a fotobiomodulacdo (FBM), utilizada para estimular o
crescimento celular e recuperacéo de lesbes (POYTON; BALL, 2011). A laserterapia
de baixa poténcia (LTBP), comumente utilizada na pratica clinica do fisioterapeuta,
pode ser considerada uma forma de fotobiomodulacdo. No entanto, LTBT n&o € mais
considerada o melhor termo para definir o tratamento com laser, uma vez que o termo
derivado do inglés “low level laser therapy” foi julgado ser muito amplo e vago, e nédo
exatamente aplicavel as demais possiveis formas de terapia com luz, que incluem o
uso de diodos emissores de luz (LEDs) e outras fontes de irradiacdo (ANDERS;
LANZAFAME; ARANY, 2015). Sendo assim, o termo mais adequado seria
fotobiomodulacéo, que pode ser definida como um tipo de terapia com luz que utiliza
fontes de luz néo ionizante como laser, LEDs e luz de banda larga, no espectro
vermelho visivel e proximo ao infravermelho, sendo uma terapia ndo térmica que
promove efeitos fotofisicos e fotoquimicos em varias escalas biolégicas por meio de
cromoforos enddégenos (ANDERS; LANZAFAME; ARANY, 2015). A FBM distingue-se
das outras terapias baseadas em luz por ndo promover, normalmente, aquecimento
tecidual devido a sua baixa poténcia. Difere-se da terapia fotodindmica, por exemplo,
pelo fato de ndo provocar ablagéo tecidual ou necessitar de cromoforos exégenos
administrados previamente para promover seus efeitos. (FREITAS; HAMBLIN, 2016).

Como mencionado acima, a FBM proporcionada pelo tratamento com laser
depende da estimulacdo de cromoéforos enddgenos para promover efeitos
terapéuticos. Esses cromoforos sdo, essencialmente, moléculas ou estruturas
celulares que sdo fotossensitivas, isto €, absorvem a radiacdo do laser e, em
decorréncia disso, sofrem alteracdo em suas func¢des. O principal cromoéforo discutido
na literatura € a enzima citocromo-C-oxidase (CCOx). Essa molécula funciona como
um fotoaceptor, sendo sensivel a comprimentos de onda de luz vermelha ou proximo

de infravermelho, na regido de 620 nm a 820 nm (KARU, 2014). Outros complexos na
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cadeia de transferéncia de elétrons também tém sua atividade aumentada, incluindo
a succinato desidrogenase (FREITAS; HAMBLIN, 2016).

Sendo assim, os efeitos da FBM pela estimulacdo com laser tém origem
principalmente em alteragbes mitocondriais. Reac¢des primarias que seguem a
bioestimulacéo principalmente da CCOx séo: aceleracéo da transferéncia de elétrons,
modulacdo da liberacdo de oOxido nitrico (NO) nos centros cataliticos da CCOx e
modulacdo redox com formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) (KARU,
2014). A partir desses eventos primarios, outros efeitos secundarios a nivel celular e
molecular sdo desencadeados. Um mecanismo que tem sido aceito para explicar a
interacdo entre luz e célula é a chamada sinalizacdo mitocondrial retrégrada.

De forma simplificada, a partir do momento em que o fotoaceptor, nesse caso
o cromoforo CCOX, € estimulado pela luz, hda um aumento no potencial de membrana
mitocondrial, levando a uma alteracdo na sintese de trifosfato de adenosina (ATP) e
liberacdo de ROS, além de alteracdes na concentracdo de Ca** e NO. Essas
modificacdes, associadas com alteragcbes de pH e nos niveis de segundos
mensageiros intracelulares, como o monofosfato de adenosina ciclico (AMPCc),
influenciam a sinalizac&o entre a mitocdndria e o nucleo celular. Com a alteracédo na
atividade de fatores de transcricdo nucleares, a consequéncia dessa sinalizacao
retrograda partindo da mitocéndria ao ndcleo é o aumento na taxa de sintese de RNA
e expressdo de genes de variadas categorias, levando a modulacado de diversas
funcdes celulares (KARU, 2008), que por sua vez serdo mediadas por varias outras

vias de sinaliza¢do, moléculas sinalizadoras e efetoras (FREITAS; HAMBLIN, 2016).
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Figura 2 - mecanismo de ag¢do da FBM proxima do infravermelho por meio da sinalizagao
mitocondrial retrégrada.
Fonte: adaptada de Giordano e colaboradores (2017).

Além da interacdo com cromoforos e os efeitos advindos disso, a literatura
aponta outros possiveis mecanismos de acdo da FBM a nivel celular. Canais i6bnicos
do tipo receptor transiente de potencial (TRP) sdo moderadamente sensiveis a
irradiacdo com LASER. Apesar das varias subfamilias desses canais, 0s que
aparentam estar envolvidos com os efeitos da FBM séo os receptores de potencial
transiente vaniloide do tipo 1 e tipo 4 (TRPV1 e TRPV4). O TRPV1 e o TRPV4 séo
expressos na membrana plasmatica das terminacfes nervosas de neurbnios
aferentes primarios e ttm uma funcdo importante na transducado de estimulos nocivos
e na percepcao da dor, de uma forma geral. Normalmente, o TRPV1 é ativado por
capsaicina (o componente pungente de algumas pimentas), e se torna sensibilizado
por quedas no pH e temperaturas elevadas (ROSENBAUM; SIMON, 2007). O TRPV4,
por usa vez, embora seja comumente relacionado com regulacdo osmdtica e
transducéo de estimulos mecénicos, também desempenha um papel importante na
sinalizacéo inflamatdria e de dor (KANJU et al., 2016).

Entretanto, foi visto que a fotobiomodulacédo pode influenciar a atividade de
células imunes, como mastocitos e macrofagos, por meio da ativagdo ou supressao

desses canais. Normalmente, comprimentos de onda préximo do verde (532 nm)
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tendem a ativar tanto TRPV1l e TRPV4. Yang e colaboradores, por exemplo,
demonstraram que a ativacao de TRPV4 pelo laser de 532 nm promoveu liberacéo de
histamina por mastécitos, acelerando o processo de regeneracao da pele (YANG et
al., 2007). Comprimentos de onda na regido do infravermelho, entretanto, tendem a
atenuar a ativacdo desses canais, promovendo efeitos antinociceptivos (FREITAS;
HAMBLIN, 2016). Portanto, acredita-se que alguns canais idnicos podem ser
influenciados pela FBM, alterando o funcionamento neuronal e, por conseguinte,
promovendo efeitos terapéuticos.

A irradiacdo dos tecidos com laser provoca uma variedade de efeitos
terapéuticos, de acordo com as caracteristicas da radiacéo, incluindo efeitos térmicos
na estimulacdo de alta poténcia, efeitos mecénicos, elétricos, fotoquimicos e
bioestimuladores (ANGELOVA,; ILIEVA, 2016). De uma forma geral, o laser tem sido
utilizado para o tratamento de uma infinidade de disturbios musculoesqueléticos,
incluindo a OA. Estudos com laserterapia de alta poténcia demonstraram que ocorre
principalmente reducao da dor no tratamento da OA de joelhos (ANGELOVA,; ILIEVA,
2016; STIGLIC-ROGOZNICA et al., 2011). Porém, resultados semelhantes também
foram encontrados com a FBM. Um estudo envolvendo laserterapia de baixa poténcia
associada a um programa de exercicios fisicos demonstrou que houve reducao da dor
e melhora da capacidade funcional de individuos com OA de joelho (ALFREDO et al.,
2012). Outro estudo relatou melhora no quadro de dor e funcionalidade a curto prazo
na OA de joelhos apés a aplicacéo de laser de baixa poténcia, em relagdo a um grupo
controle (FUKUDA et al., 2011).

Na dor neuropética, por exemplo, tem sido demonstrado também que o LASER
ndo modula apenas o processo inflamatorio periférico, podendo adicionalmente
promover alteracdo da excitabilidade e conducdo de neurbnios periféricos, e ter
influéncia supraespinal, com liberacdo de endorfinas a nivel central (ANDRADE;
BOSSINI; PARIZOTTO, 2016).

Em relacdo a FBM, ha relatos na literatura que a aplicacdo de uma modalidade
de laserterapia por meio de LED também pode ter participagdo na modulacao
nociceptiva na medula espinal. Cidral-Filho e colaboradores observaram que a
expressdo de fator de necrose tumoral a (TNF-a) no CDME foi reduzida apoés
irradiacdo com LED, em um modelo de dor neuropatica com o esmagamento do nervo
ciatico em camundongos Swiss. Entretanto a expresséo de outras citocinas pro e anti-

inflamatorias, como IL-1B e IL-10, respectivamente, ndo foi alterada (CIDRAL-FILHO
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et al., 2013). Além disso, em um modelo de lesdo por compressédo da medula espinal
de ratos, observou-se que o tratamento por 2 semanas com laser conseguiu atenuar
a nocicepcao provocada pela lesédo, e também normalizar o aumento na expressao
medular de IL-6 causada pela compressdo (MOJARAD et al., 2018). Com isso,
espera-se que a laserterapia também possa exercer influéncia nos mecanismos
medulares de controle da nocicepcao.

Dessa forma, o laser pode ser uma alternativa viavel para controle da dor e
melhora da funcionalidade na OA, embora haja uma grande variabilidade nos métodos
utilizados e necessidade de melhor padronizacdo na utilizacdo da técnica para

tratamento da OA.

23 DOR

2.3.1 Consideracfes gerais sobre a dor

A dor é um dos sintomas mais comuns na OA. Embora apenas 15% dos
pacientes que apresentam OA sintomatica de méo relatem dor, 50% dos pacientes
gue apresentam OA de joelho referem sentir dor, e nos pacientes com OA de quadril
essa porcentagem é ainda maior (PELLETIER et al., 2016). Em vista disso, a dor é
um fator importante a ser considerado na OA, levando em conta os impactos que ela
pode ter na qualidade de vida do individuo.

Segundo a Associacgao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor pode
ser definida como uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel, que pode
estar associada ao dano tecidual real ou potencial (MERSKEY; BOGDUK, 2012). Tal
definicdo salienta que a dor tem uma conotacgéo individual e depende de experiéncias
prévias, levando em consideracao a subjetividade do evento doloroso para o individuo
(ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004).

No entanto, a dor ndo deve ser confundida com nocicepcéo. A nocicepgao
caracteriza-se pelo processo neural de codificacdo e processamento de estimulo
nocivos (DUBIN; PATAPOUTIAN, 2010), e embora a nocicepgao seja parte essencial

do processo doloroso, ela se difere porque a dor agrega manifestagcdes cognitivas e
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emocionais ao evento nociceptivo. A dor, como uma sub-modalidade sensorial, tem
uma funcéo importante na protecédo do organismo, servindo como sinal de alerta para
estimulos nocivos. Dessa forma, a dor nos permite evitar situagées potencialmente
lesivas ao organismo, com o objetivo de preservar sua integridade.

Em condi¢des normais, a dor ocorre quando algum estimulo nocivo, seja de
natureza mecanica, térmica ou quimica, ativa receptores de alto limiar especializados,
que realizam a transducdo do estimulo potencialmente lesivo em informacéo
nociceptiva por meio de potenciais de acdo. Esses receptores estao presentes na
superficie das terminagcdes nervosas dos nociceptores que inervam os tecidos. Os
nociceptores nada mais sdo que neurbnios aferentes primarios responsaveis pela
captacdo de estimulos nocivos e transmissdo das informacgdes nociceptivas da
periferia para o sistema nervoso central (SNC). Pelo fato de os nociceptores
apresentarem essas terminacdes livres ndo especializadas, em contrapartida dos
receptores especializados que detectam estimulos indcuos, eles sdo categorizados
de acordo com as propriedades de seus axonios (PURVES, 2003). As fibras nervosas
dos nociceptores, comparativamente as fibras puramente sensoriais, apresentam
baixo calibre e menor mielinizacdo. As fibras consideradas nociceptivas sao as fibras
do tipo Ad e do tipo C. As fibras Ad sdo mais calibrosas e apresentam uma delgada
bainha de mielina, permitindo-lhe a transmisséo do potencial de acdo com velocidade
de até 20 m/s. Essas fibras transmitem informagfes nociceptivas de estimulos
mecéanicos perigosamente intensos, além de estimulos mecéanicos e térmicos nao
nociceptivos. As fibras do tipo C, por outro lado, sdo também conhecidas como fibras
polimodais, pois transportam estimulos nociceptivos de origem mecanica, térmica e
quimica (figura 3). A velocidade de conducao das fibras do tipo C, no entanto, € menor
em relagao as fibras do tipo A, alcangando apenas velocidades de transmissao até
2 m/s, devido ao seu menor calibre e auséncia de bainha de mielina (PURVES, 2003).
Uma vez que o estimulo nocivo foi captado e transduzido, ele é transferido ao longo
do axonio dos nociceptores até a medula espinal, onde sera processado e enviado a

centros supraespinais da via nociceptiva.
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Figura 3 - representacéo dos tipos de fibras aferentes periféricas, incluindo os nociceptores, e 0s
tipos de estimulos que as ativam.
Fonte: adaptado de Stahl (2013).

As raizes dorsais das fibras Ad e C dos nociceptores chegam na medula espinal
e adentram o corno dorsal da medula espinal (CDME), onde residem neurdnios de
projecdo (ou neurdnios aferentes de segunda ordem), interneurdnios excitatorios e
inibitérios e neurdnios intersegmentares (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004)
(figura 4). Nesse local, os nociceptores formam sinapses principalmente com sub-
populacdes especificas de neurdnios de projecdo responsaveis pela nocicepcao,
localizadas principalmente nas laminas I, Il, V e VI do CDME. No caso dos nervos
cranianos que captam informacgdes sensoriais da cabeca e pescoco, 0s nociceptores
transmitem os impulsos para nudcleos localizado no tronco encefélico. A partir do
momento em que 0s neurbnios de projecdo sdo excitados direta ou indiretamente
pelos nociceptores periféricos, as informacgdes nociceptivas sdo passadas adiante na
via nociceptiva para os centros superiores de processamento. Os neurbnios de
projecdo emitem seus axonios que ascendem em distintos tratos aferentes, sendo o
principal trato para transmissdo de impulsos nociceptivos o trato espinotalamico. A
maioria dos axdénios dos neurdnios do trato espinotalamico decussam para o lado
contralateral da medula espinal, onde ascendem principalmente pelo funiculo
anterolateral (neoespinotalamico) e, em menor quantidade, pelo funiculo

posterolateral (paleoespinotalamico), em direcdo ao talamo. No caminho,
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ramificacOes se projetam para areas do tronco encefalico como a substancia cinzenta
periagueductal (SCP), responsavel pela via descendente inibitoria da dor, e também
para o nucleo reticular paragigantocelular (ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004).

No tdlamo é onde ocorre a ultima sinapse para que a informacg&o nociceptiva
alcance éareas corticais e sub-corticais para ser processada. O talamo é importante
pois ele funciona como uma “estagao relé”, onde os estimulos sensoriais, incluindo os
de caréater nociceptivo, sdo organizados, integrados e retransmitidos. No caso da dor,
os estimulos nociceptivos sdo direcionados principalmente para o giro pés-central do
cortex parietal (MILLAN, 1999), onde localiza-se o cortex sensorial primario. Outras
regides corticais e sub-corticais, como mesencéfalo, hipotdlamo, ndcleo lentiforme,
cortices pré-frontal, insular, entre outras também estdo envolvidas na circuitaria
nociceptiva, e atribuem outras caracteristicas além da discriminacdo sensorial
propriamente dita, agregando componentes cognitivos e afetivos a nocicepcao
(ALMEIDA; ROIZENBLATT; TUFIK, 2004). Em sintese, 0s neurdnios de projecao
oriundos do CDME fazem sinapse com neurdnios localizados em nucleos talamicos,
que entdo transferem a informacdo nociceptiva para 0S respectivos centros
responsaveis pelo seu processamento, completando a via transmissao das
informacBes nociceptivas, possibilitando o seu processamento e culminando na

percepc¢do da sensacéo dolorosa.
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Figura 4 - representacdo da via nociceptiva.
Fonte: adaptado de Tavares e Martins (2013).
Nota: 0s neurdnios nociceptivos de segunda ordem localizados ho CDME fazem sinapse com

neurdnios de terceira ordem no tdlamo, e entdo a informacao nociceptiva é direcionada ao cértex.

2.3.2 A dorna OA

A nocicepcao €, portanto, uma resposta gerada pelo estimulo nocivo, sendo a
dor a percepcdo subjetiva da nocicepcdo. Sendo assim, a sensacao dolorosa é
subjetiva e influenciada por varios fatores, e a percepc¢éo da dor varia de individuo
para individuo (KANDEL, 2014). Dentre as complicacbes decorrentes do
desenvolvimento da OA, a dor € um sintoma amplamente relatado.

De forma aguda, a dor é produzida quando um estimulo de alta intensidade,
gue tem o potencial de provocar lesao tecidual, é detectado por nociceptores e dispara

impulsos nociceptivos que sao percebidos como dor. A dor aguda é transiente, e dura
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Nno maximo semanas, persistindo apenas pelo periodo relacionado com a leséo ou
inflamacéo, tendo a funcédo de facilitar a recuperacdo e evitar mais danos. A dor
crdnica, em contrapartida, € uma dor recorrente que pode durar meses, ou por um
periodo indefinido. A dor nesse casos ndo é mais protetora, originando-se de lesbes
ou inflamacdo prolongadas que resultam em alteracdes na via de transmissao e
processamento nociceptiva, e nem sempre esta correlacionada com o processo que
desencadeou a dor em primeiro lugar (MILLIGAN; WATKINS, 2009)

A dor é um sintoma debilitante, e no caso da OA néo é diferente. A OA é um
distarbio crénico e progressivo. Assim, a dor nesse processo também assume carater
cronico. A dor crénica é melhor caracterizada por um quadro doloroso que dura além
do processo natural de cura (MERSKEY; BOGDUK, 2012).

Na OA, a dor articular é causada inicialmente por alteracbes estruturais e
moleculares locais, desencadeadas pelos fatores de risco ja discutidos. Apesar de a
OA estar intimamente relacionada com dano estrutural na cartilagem, vale a pena
salientar que a cartilagem em si € avascular e ndo apresenta inervacao, por iSso ndo
pode gerar nocicep¢ao diretamente. Entretanto, os demais tecidos articulares, como
0 0ss0 sub-condral, tecido sinovial, ligamentos periarticulares e a capsula articular sdo
ricamente inervados, indiretamente atuando como a fonte de nocicepcéo (F. SALAFFI
, A. CIAPETTI, 2014).

Na fase inicial da OA, pequenas fissuras na cartilagem aparecem. Com a
progressao da patologia, as fissuras aumentam e pedacgos de cartilagem podem se
desprender, expondo a cartilagem calcificada e o osso subcondral. Microrrachaduras
ocorrem na juncao entre 0sso e cartilagem, e a estrutura da matriz extracelular da
cartilagem modifica-se. Condrécitos tém sua funcao desregulada devido a alteracdes
na matriz que os cerca, aumentando a sintese proteica na tentativa de prover reparo,
sendo que a sintese de proteinas em condi¢cdes normais é baixa, servindo apenas
para manutencdo do meio extracelular. Como resultado, ocorre deplecdo de
proteoglicanas com consequente aumento na erosao cartilaginosa, acompanhada
pela inducdo de agrecanases e outras proteinases. (PELLETIER et al., 2016). Fatores
de transcrigdo relacionados com a inflamacéao, como o fator nuclear k B (NF-kB) sédo
suprarregulados (MARCU et al., 2010), assim como outras vias pro-inflamatorias
associadas ao estresse. Ocorre também morte de condrécitos e mudanca do perfil
dos condrdcitos remanescentes, que passam a secretar citocinas, quimiocinas, ROS
e outros mediadores (PELLETIER et al., 2016).
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Sendo assim, o dano articular na cartlagem e no osso subcondral pode
estimular a liberacdo de varios fatores infamatorios, citocinas e quimiocinas pro-
inflamatoérias, enzimas cataliticas como  proteinases, agrecanases e
metaloproteinases de matriz, por exemplo. Esses fatores pré-inflamatérios, por sua
vez, podem levar a uma degradacao cartilaginosa acelerada e, pela proximidade fisica
das estruturas dentro da articulacdo, também provocar efeitos deletérios nos tecidos
adjacentes. Além da liberacdo dos mediadores inflamatorios, pode ocorrer formacéao
de ostedfitos, os quais podem sensibilizar terminagfes nervosas no tecido sinovial
juntamente com os mediadores, uma soma de fatores que cooperam entre si para a
dor (BRANDT; DIEPPE; RADIN, 2009; JOHNSON; HUNTER, 2014).

No processo patologico da OA, diversos mediadores inflamatérios s&o
liberados na articulacéo, tais como bradicinina, prostaglandinas, histamina, substancia
P, peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), entre outros. Esses
mediadores, além de contribuir para o processo inflamatério na articulacdo, podem
induzir alteracdes na sensibilidade dos nociceptores articulares, diminuindo seus
limiares de ativacao, e fazendo com que estes sejam ativados mais facilmente tanto
por estimulos nocivos como inécuos (HUNTER et al., 2009).

Essa sensibilizacdo periférica dos nociceptores deve ser levada em
consideracao, pois, com a progressao da OA, mais e mais mediadores séo liberados
na articulacédo, perpetuando a sensibilizagdo em um circulo vicioso. A alteragdo na
sensibilidade dos nociceptores periféricos ocorre devido ao fato de os mediadores
inflamatorios poderem se ligar a receptores especificos localizados nos nociceptores,
resultando em alteracdes pés-traducionais em estruturas do nociceptor por meio de
mensageiros intracelulares e, em longo prazo, alteragcdes transcricionais, com
expressao de genes especificos e alteracdes fenotipicas do nociceptor. Um exemplo
de uma alteracao pos-traducional seria a reducao do limiar de ativacdo de um canal
ibnico causada pela modificacdo de sua estrutura em resposta a ativagdo por um
mensageiro intracelular. O aumento na expressdo de canais iOnicos e outros
receptores pelo nociceptor seria um exemplo de uma alteracéao transcricional (KIDD,
2012; WOOLF; COSTIGAN, 1999). Invariavelmente, esses mecanismos facilitam a
despolarizacdo dos nociceptores localizados na articulagdo, aumentando o input de
informacgdes nociceptivas que serdo transmitidas ao SNC, resultando em uma

percepcao amplificada da dor.
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2.3.3 Sensibilizacéo central e envolvimento glial na dor

Associado ao componente periférico da nocicepcdo na OA, existe ainda um
componente central que contribui para o estabelecimento e manutencdo da dor
cronica, servindo também para potencializar a percepc¢ao de dor nessa patologia.

Embora a dor em condi¢cdes normais desempenhe um papel de protecdo do
organismo, em muitas sindromes clinicas ela perde essa caracteristica, adquirindo um
carater patologico. Ha casos em que a dor pode ser provocada por estimulos que
normalmente sdo inécuos, 0 que caracteriza a alodinia. Em outros casos, a
sensibilidade a dor torna-se exagerada e prolongada, de forma ndo compativel com o
estimulo nocivo que a causou, o que define a hiperalgesia (LATREMOLIERE;
WOOLF, 2009). Isso ocorre porque, na maioria dos casos de dor patologica, a via
nociceptiva pode estar sensibilizada, ndo somente na periferia, mas também a nivel
central.

Na ocorréncia de um estimulo nociceptivo muito forte ou aplicado de forma
persistente e repetida, existe a tendéncia a sensibilizacdo do sistema nociceptivo de
forma que o limiar de ativacdo de nociceptores ou neurdnios da via nociceptiva no
SNC é reduzido, possibilitando que estimulos nociceptivos subsequentes sejam
potencializados. Apesar de essa sensibilizacdo persistir além do fim do estimulo
condicionante, ela é reversivel e regride quando a fonte de estimulos nocivos é
removida (WOOLF, 2012). Porém, a OA é um distarbio crénico, o que torna impossivel
a remocdo da fonte de estimulos nociceptivos, favorecendo a perpetuacdo da
sensibilizacdo central. Embora ndo necessariamente desejavel, tal adaptacao da via
nociceptiva € dependente de uso e causa plasticidade de neurbnios do SNC,
permitindo que o sistema entre em um estado de alerta aumentado apds exposicao a
um estimulo nocivo intenso (LATREMOLIERE; WOOLF, 2009).

A sensibilizacdo dos neurénios de projecdo no CDME ocorre devido a liberacéo
de neurotransmissores excitatorios pelas fibras Ad e C dos nociceptores, em especial
o glutamato e substancia P (Sub P), que provoca inicialmente alteragfes sinapticas
entre o terminal pré-sinaptico do nociceptor e o terminal pés-sinaptico do neurénio de
projecdo. O fortalecimento da sinapse entre o nociceptor e o neurénio de projecao tem

origem no influxo do célcio (Ca?*) desencadeado pelo glutamato e Sub P,
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desbloqueando canais de Ca?* previamente blogqueados por magnésio (Mg?*). O
aumento do Ca?* intracelular também ativa colateralmente vias de sinalizacédo
intracelular que fosforilam receptores, aumentando a sensibilidade aos seus
agonistas, ou aumentando a ativagdo de genes relacionados a producao e expressao
de mais receptores. Tudo isso resulta numa facilitacdo da ativacdo dos neurdnios de
projecéo pelos nociceptores (LATREMOLIERE; WOOLF, 2009).

Devido ao fato de a sensibilizagéo central resultar de alteragcbes em neurdnios
nociceptivos do SNC, para onde informacdes da periferia convergem, componentes
gue anteriormente ndo participavam da nocicepcao passam a oferecer contribuicao.
Como ja mencionado, as fibras do tipo Ad e C em condi¢cfes normais sdo responsaveis
pela deteccdo de estimulos nocivos e transmissdo de impulsos nociceptivos, ativando
neurdnios de projecdo da via nociceptiva localizados no CDME. Porém, outras
projecbes também convergem para o neurdnio de projecao nociceptivo. Fibras de
baixo limiar do tipo AB, as quais transferem principalmente estimulos in6cuos de
natureza mecanica, normalmente séo alinhados de forma a ativar vias sensoriais de
tato ndo doloroso, e seu potencial excitatério pré-sinaptico ndo € capaz de ativar
neurénios de projecdo da via nociceptiva (WOOLF, 2012). Entretanto, quando 0s
neurdnios de segunda ordem se encontram sensibilizados, sua eficacia na recep¢ao
sinaptica estd aumentada e essas células despolarizam-se mais facilmente, de forma
que estimulos oriundos das fibras Ap também causam a despolarizacao dos neurdnios
de projecdo da via nociceptiva. Assim, um estimulo in6cuo, como o leve deslizar de
uma pena sobre a pele, é capaz de provocar sensacao dolorosa no individuo.

Além da sensibilizacdo central resultante estritamente entre a interacdo entre
neurdnios descrita acima, outro fator contribui para a sensibilizagéo da via nociceptiva
a nivel central. Muitos autores tém demonstrado que existe um componente
neuroimune que também pode contribuir para a sensibilizacdo de neurénios
nociceptivos no CDME, e séo as células da glia executam esse papel modulador da
via nociceptiva no SNC (MILLIGAN; WATKINS, 2009; TSUDA, 2017; WATKINS;
MILLIGAN; MAIER, 2001). As células da glia sdo os demais tipos celulares presentes
no SNC além dos neurdnios. Apesar de existirem diferentes tipos de células da glia e
cada uma desempenhar sua funcéo de acordo com suas caracteristicas, elas ja foram
consideradas no passado apenas células de suporte, responsaveis somente por
preencher espacos no SNC. O termo “glia” é derivado do grego e significa “cola”, ou

seja, essas células eram consideradas apenas arcabougco para sustentar 0s
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neurdnios. (JAKEL; DIMOU, 2017). Entretanto, sabe-se agora que as células gliais
nao apenas propiciam suporte e manutencdo da funcdo neuronal, mas também
podem interagir com 0s neurdnios para modular a sua excitabilidade.

As células da glia no SNC incluem os astrocitos, a micréglia e os
oligodendrocitos. Os astrécitos sdo o tipo predominante de células da glia, e suas
funcdes vao desde manutencdo da homeostase de liquido e ions do microambiente
neuronal, participacdo na funcéo, formacéo e plasticidade sinaptica, até participacao
na barreira hematoencefalica (HILLEN; BURBACH; HOL, 2018; JAKEL; DIMOU,
2017; KIMELBERG; NEDERGAARD, 2010). A microglia, por sua vez, representa o
conjunto de células imunocompetentes do SNC. Elas apresentam capacidade
fagocitica e permanecem ‘“vigiando” o ambiente neuronal em busca de riscos
potenciais (JAKEL; DIMOU, 2017). Ja os oligodendrécitos sdo responsaveis pela
mielinizacdo dos axbénios dos neurdnios no SNC, funcdo importante que confere a
esses axbnios impulsos saltatérios que favorecem a velocidade de transmissédo dos
potenciais de acao. Apesar da funcdo de manter um ambiente saudavel no SNC em
condi¢des normais, ha inumeros relatos de que as células da glia podem assumir um
perfil ativo na modulacédo da via nociceptiva (GRACE et al., 2014; MATSUO et al.,
2014; MILLIGAN; WATKINS, 2009; SAGAR et al., 2011; WATKINS; MILLIGAN;
MAIER, 2001).

As células da glia, além de expressarem receptores para 0S principais
neurotransmissores excitatorios da via nociceptiva (MILLIGAN; WATKINS, 2009),
expressam também receptores para outras moléculas sinalizadoras liberadas pelos
nociceptores periféricos. Nieto e colaboradores, por exemplo, demonstraram que o
CGRP liberado pelos nociceptores no CDME causa microgliose (estado de
proliferacéo e hipertrofia das células microgliais) associada a alodinia mecéanica em
um modelo animal de OA (NIETO et al., 2015). Outro exemplo pode ser representado
por nociceptores expressando fractalquina, uma quimiocina também conhecida como
CX3CL1, que também pode levar a ativacédo glial na presenca de dor neuropatica
(VERGE et al., 2004). Dessa forma, moléculas liberadas por neurdnios periféricos
podem contribuir para a ativacdo das células da glia.

Ademais, as células da glia também apresentam receptores de reconhecimento
de padrdo (RRPs), como os receptores do tipo toll (TLR), que detectam padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPs) ou a dano (DAMPs). Tem sido

demonstrado que o receptor do tipo toll 4 (TLR4) em particular tem um papel
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importante na hipersensibilidade dolorosa em modelos animais (KIELIAN, 2006). A
deteccdo desses padrbes pelos TLRs ativa cascatas intracelulares que culminam na
ativacdo de genes responsaveis pela sintese e liberacdo de mediadores pré-
inflamatoérios. Uma via de sinalizacao bastante investigada com relagdo a producao
de mediadores pro-inflamatorios em modelos de dor € a via das proteinas quinase
associadas a mitébgenos (MAPKs) (HU et al., 2015; LEE et al., 2011; MATSUO et al.,
2014; PIAO et al., 2006). A ativacdo dessa via comumente resulta na ativagao de NF-
kKB, 0 qual perde a sua subunidade inibitoria, transloca-se para o nucleo e ativa a
maquinaria génica relacionada com a producdo de mediadores pré-inflamatérios
(O’NEILL; KALTSCHMIDT, 1997), mais notadamente citocinas pré-inflamatérias como
ainterleucina 1 3 (IL-1B), interleucina 6 (IL-6) e o fator de necrose tumoral (TNF), entre
outros. Por fim, as préprias citocinas pro-inflamatorias liberadas pelas células gliais
podem ativar mais microglia e astrocitos quiescentes de forma paracrina, criando uma
alca de retroalimentacdo positiva, recrutando mais células glias. Sendo assim,
estimulos de outras origens podem também ativar as células da glia e, por meio de
vias especificas, levam a liberacdo de mediadores inflamatérios que induzem ou
intensificam a sensibilizacdo de neurbnios de projecéo nociceptivos no CDME.

Como ja descrito, as células da glia ativadas liberam diversos mediadores proé-
inflamatorios que formam uma “sopa” inflamatéria no microambiente dos neurdnios de
projecao, contribuindo para sensibiliza-los ainda mais. Os neurdnios localizados no
CDME apresentam receptores para citocinas pro-inflamatérias. A ativacdo dos
receptores de TNFa e IL-1B nos neurbnios, por exemplo, amplifica a excitabilidade
neuronal pelo aumento da condutividade dos receptores glutamatérgicos AMPA e
NMDA, além de aumentar a expressao desses receptores na superficie neuronal
(MILLIGAN; WATKINS, 2009). Adicionalmente, as citocinas proé-inflamatorias,
atuando sobre o corpo neuronal dos nociceptores localizados nos ganglios da raiz
dorsal (GRDs), promovem a producéo e liberacdo de NO e prostaglandina E2 (PGE-2)
(GRACE et al., 2014; MILLIGAN; WATKINS, 2009) pelo terminal pré-sinaptico do
nociceptor, substancias que também estdo envolvidas na amplificacdo da
excitabilidade dos neurénios de projecéo nociceptivos. Logo, as células da glia podem
influenciar a excitabilidade dos neurbnios nociceptivos no CDME, amplificando a
transmisséo nociceptiva e, finalmente, alterando a percepg¢éo da dor.

O papel das células da glia na nocicepcédo induzida pela OA tem sido

relativamente bem descrito na literatura: Adaes e colaboradores, usando um modelo
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em ratos de OA induzida pela aplicacéo intra-articular (i.a.) de colagenase do tipo II,
demonstrou que houve um aumento na expressao de marcadores de células da glia
tanto nos GRDs como no CDME, indicando a ativacao de células satélites gliais,
astrécitos e microglia seis semanas apés a aplicacdo (ADAES et al., 2017). Um estudo
similar por Sagar e colaboradores encontrou resultados condizentes, dessa vez em
um modelo de OA induzido pela aplicacéo intra-articular de iodoacetato monossodico
(MIA). Em um intervalo de 28 dias, houve uma ativacdo maior de microglia no periodo
de 7 a 14 dias, sucedida por um aumento na ativacao de astrocitos mais tardio, por
volta do 28° dia, ambos na medula espinal. Os autores postulam que a ativacédo das
células da glia ao longo da progressdo da OA pode estar relacionada com o
mecanismo de sensibilizac&o central que contribui para a manutencao da dor cronica
(SAGAR et al., 2011). Em ambos os estudos, a inibicdo da ativacdo das células da
glia foi relacionada com a reducdo do comportamento nociceptivo nos animais
avaliados, fortalecendo a suposicdo de que as células da glia participam do processo
doloroso na OA (ADAES et al., 2017; SAGAR et al., 2011). Outro estudo comprovou
a ativagdo microglial em um modelo de OA induzida pela inje¢éo i.a. de MIA em
camundongos, embora a ativacdo glial varie com a idade (OGBONNA; CLARK;
MALCANGIO, 2015). Aumento na ativacdo microglial também foi observado
associado a liberacdo de CGRP pelo nociceptor em um modelo de OA induzida por
MIA em camundongos (OGBONNA et al., 2013). Portanto, estd bem definido que a
OA tem a capacidade de promover a ativacdo de células da glia que, por sua vez,
contribuem para a manutencéo e amplificacdo no estado de dor patolégica associada
a essa patologia.

Desse modo, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos do tratamento
com ultrassom terapéutico ou laser na OA, e verificar se as células da glia na medula
espinal podem participar da nocicep¢cdo em um modelo de osteoartrite induzida pela

aplicacao intra-articular de iodoacetato monossédico.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente estudo foi investigar o efeito do ultrassom terapéutico e
do LASER em um modelo de OA em camundongos e a participacdo das células da

glia espinais na nocicepcao.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os obijetivos especificos do presente estudo foram os seguintes:

a) Avaliar o limiar nociceptivo, marcha, temperatura e diametro articular de
camundongos com OA.

b) Avaliar a influéncia do tratamento diario com o ultrassom e laser na
nocicepcdo, marcha, temperatura e diametro articular dos animais e
também investigar a duracdo do efeito analgésico imediato da aplicacéo
desses recursos;

c) Avaliar a participagdo de micréglia e astrécitos espinais na nocicepcao

induzida pela OA por meio de ensaios farmacologicos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  ANIMAIS

Foram utilizados um total de 150 camundongos da linhagem swiss machos
(Mus musculus), pesando entre 35 e 45 g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL). Ao longo do periodo dos experimentos,
0s animais foram mantidos em estantes ventiladas, com temperatura controlada de
24 °C, e ciclo claro/escuro fixo de 12 horas cada. A disponibilidade de agua e racao
foi de livre acesso aos animais. O projeto foi aprovado pela Comisséo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da UNIFAL sob o numero de protocolo 49/2017.

4.2 MODELO DE OSTEOARTRITE

A OA foi induzida nos animais pela injecao i.a. de iodoacetato monossodico
(MIA) (12515 Sigma®). O MIA é um inibidor metabdlico e, como tal, inibe a atividade
da enzima gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) nos condrdcitos da
cartilagem articular, impedindo a glicélise e eventualmente levando a morte celular.
Com a perda de condrdcitos, ocorrem mudancas morfolégicas que se assemelham a
OA em humanos (GUZMAN et al., 2003b).

Para a injecdo de MIA, os animais foram anestesiados com um coquetel de
quetamina e xilazina diluido em salina estéril (0,5 mL de quetamina, 0,25 mL de
xilazina em 4,25 mL de salina estéril), com aplicacéo intraperitonial (i.p.) de 0,1 mL
para cada 10 g do animal (quetamina 100 mg/Kg + xilazina 10 mg/Kg). A tricotomia da
regiao articular do joelho do membro posterior direito com subsequente assepsia da
pele no local com alcool 70% foram previamente realizadas. No momento da aplicacao
do MIA, a articulagdo do animal foi ligeiramente flexionada e tracionada; e o tend&o
patelar foi localizado por meio de palpacdo. Com uma seringa, utilizando uma agulha

26 G, uma dose unica da solucdo com MIA foi injetada no espaco intra-articular
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através do tendao patelar (PITCHER; SOUSA-VALENTE; MALCANGIO, 2016). O MIA
foi solubilizado em salina estéril, e 0,1 mg de MIA foi injetado na articulagdo em um
volume de 10 uL, em uma dose de 3,4 mg/Kg. Para os animais controle, 0 mesmo
volume (10 pL) de salina estéril foi injetado no espaco intra-articular, seguindo o
protocolo ja descrito. Apos a aplicacdo intra-articular, a articulacdo foi movimentada
passivamente e massageada, para assegurar a distribuicdo da droga nos tecidos
articulares. ApGs a aplicacdo, os animais foram colocados em uma superficie
aquecida a 37 °C para manutencao da temperatura corporal até se recuperarem da

anestesia.

Figura 5 - injecéo i.a. de MIA ou salina.
Fonte: do autor.

4.3 DROGAS

Para investigar a participacdo das células da glia espinais na nocicepcao
causada pela OA, as seguintes drogas foram utilizadas no presente estudo:

a) Minociclina (SIGMA®, EUA): a minociclina € um inibidor seletivo de micrdglia.
Foram utilizados 30 e 60 ng de minociclina, diluidos em solugéo salina (0,9%)
estéril. Foi injetado um volume de 5 uL por via intratecal (i.t.), resultado nas
doses de 0,001 mg/Kg e 0,002 mg/Kg respectivamente.
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b) Fluorocitrato (INVIVOGEN®, EUA): o fluorocitrato € um inibidor de astroécitos.
Foram utilizados 150 e 300 pmol de fluorocitrato, diluidos em solucéo salina
(0,9%) estéril. Foi injetado um volume de 5 uL por via i.t., resultando nas doses
de 5 nmol/Kg e 10 nmol/Kg respectivamente.

4.4  VIA DE ADMINISTRACAO

As drogas foram injetadas por via intratecal. Previamente, para padronizar o
local correto de administragdo das drogas, foi efetuado um treinamento utilizando
lidocaina 2% (DENSPLY PHARMACEUTICAL®, Japdo) em um volume de 5 uL. A
paralisia dos membros posteriores do animal confirmava a correta aplicacao.

A injecao das drogas por via i.t. foi precedida pela tricotomia da regido dorsal
dos animais. Em seguida, alcool etilico 70% foi utilizado para assepsia da pele no local
da injecdo. Os animais foram anestesiados com uma mistura de isoflurano 2% em
oxigénio, com fluxo de 2,5 L/min, por meio de um vaporizador previamente calibrado.
Os animais foram posicionados com o dorso ligeiramente flexionado, para distanciar
as vértebras na regido lombar. A reentrancia entre 0s processos espinhosos da quarta
e quinta vértebras lombares foi palpada, a agulha foi introduzida no espaco
subaracnoideo e as drogas foram injetadas, uma vez identificado o reflexo de cauda
(HYLDEN; WILCOX, 1980).

45 AVALIACAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO MECANICO

Como forma de investigar o comportamento nociceptivo dos animais,
decorrente da evolucdo da OA, e os efeitos dos tratamentos fisioterapéuticos e
farmacoldgicos na nocicepcéo, a avaliagcdo do limiar nociceptivo foi efetuada utilizando
os filamentos de von Frey (Aesthesia®, EUA). Com base no método descrito por
Chaplan e colaboradores (1994), para testar o limiar nociceptivo, os animais foram
colocados dentro de compartimentos de vidro separados, sobre uma grade metalica,

e deixados para ambientacdo por 60 minutos, ou até que o comportamento agitado



46

tivesse diminuido o bastante para que o teste fosse realizado. Os filamentos foram
aplicados de forma perpendicular sobre a superficie plantar da pata posterior direita
do animal, iniciando-se com filamentos de menor espessura e progredindo com
pressao crescente até que fosse percebido o comportamento nociceptivo do animal
(“flinch” ou agitacédo, ou lambida da pata). Foram feitas trés medicfes, intervaladas
em no minimo trés minutos, e a média dos valores (em gramas) foi descrita como o

limiar nociceptivo mecénico do animal, expressando a alodinia mecénica.

4.6  AVALIACAO DA TEMPERATURA ARTICULAR

Um dos sinais clinicos da OA investigados neste estudo foi o aumento da
temperatura na regidao do joelho. Em um protocolo adaptado de Brenner (2006), para
avaliacdo da temperatura articular, os animais foram anestesiados por uma mistura
de isoflurano (2%) em oxigénio, com fluxo de 2,5 L/min. A temperatura da sala foi
mantida a 20 °C em todas as coletas, para que a variacdo de temperatura do ambiente
nao influenciasse a avaliacdo. Foi feita a tricotomia dos pelos na regido articular do
joelho do membro posterior direito dos animais. Eles foram posicionados deitados
sobre o dorso, para permitir a visualizacdo das articulagdes, como exemplificado na
figura 6. Para mensuracdo da temperatura articular, foi utilizada uma camera
termografica FLIR E60bx (FLIR Systems, Oregon, EUA). A camera foi posicionada
mantendo uma distancia de 17 cm para o joelho do animal no momento da captura. A
andlise das imagens termogréficas foi efetuada em um computador utilizando o
software FLIR Tools v 6.4.18. A temperatura na regido articular é representada pela
média (em graus Celsius) da temperatura dentro da area de avaliacdo, que foi a

mesma para todas as imagens obtidas.
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Figura 6 - imagem termografica demonstrando o posicionamento do animal no
momento da obtencdo da imagem e a &rea de avaliagdo da temperatura
articular.

Nota: a area interna do circulo indicado pela seta representa a area de
avaliacdo da temperatura.

Fonte: do autor.

4.7  AVALIACAO DO DIAMETRO ARTICULAR

Juntamente com a temperatura articular, um outro parametro clinico avaliado
foi o diametro do joelho dos animais. Os animais foram anestesiados com uma mistura
de isoflurano 2% em oxigénio, com fluxo de 2,5 L/min. A medida do diametro articular
foi realizada utilizando um paquimetro convencional posicionado na linha articular do
joelho. Durante a medicao, o joelho do animal foi ligeiramente estendido, para remover
a influéncia de dobras na pele. Foram realizadas 3 medicfes, e a média em
centimetros (cm) foi assumida como didmetro mediolateral da articulagdo do joelho
(BERTOLINI et al., 2014).

4.8 AVALIACAO DA MARCHA
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Para avaliar o comportamento motor dos animais antes e apos a inducao da
OA, foi utilizado um protocolo especifico de analise de marcha. O animal foi colocado
em uma plataforma com paredes e base de vidro, que permite a visualizacéo lateral e
inferior do animal. Inicialmente, cada animal foi colocado na plataforma previamente
por, no minimo, cinco minutos para ambientacdo, antes de qualquer filmagem. Foi
necessario que o animal atravessasse a plataforma, locomovendo-se de um lado ao
outro em uma marcha continua, para que o video fosse capturado. A marcha do
animal, tanto do ponto de vista lateral (plano sagital) como do ponto de vista inferior
(plano transversal), foi registrada por meio de video utilizando uma camera Nikon
Coolpix P100 (Nikon Corp., Japao). A vista inferior do animal foi registrada por meio
do reflexo projetado em um espelho, posicionado logo abaixo a plataforma, em um
angulo de 45°. O video posteriormente foi analisado em um computador utilizando um
software de codigo livre de analise de video denominado Kinovea.

As variaveis investigadas foram, no plano sagital: os angulos articulares das
articulacdes do joelho e tornozelo; no plano transversal: a area de contato da pata
posterior direita com a superficie, calculada por meio das dimensdes longitudinais
(entre a ponta do terceiro digito e o ponto de contato mais posterior da superficie
plantar com o vidro) e laterais da pata (entre a ponta do primeiro e do quinto digito).
Considerando que alteracdes da impresséo da area da pata e da descarga de peso
em animais podem indicar possiveis alteracbes musculoesqueléticas (JACOBS;
KLOEFKORN; ALLEN, 2014), por esse motivo a area plantar foi avaliada.

Para melhor visualizacdo dos angulos articulares, foi realizada tricotomia da
regido do quadril, coxa, joelho e parte do dorso do lado direito do animal. Pontos de
referéncia foram marcados no animal para facilitar a obtencdo dos angulos, sendo
esses: as faces laterais do joelho e tornozelo direitos, e a crista iliaca, a partir da qual
foi marcado um ponto sobre a articulagdo do quadril. A disposicdo dos pontos e a
obtencdo dos angulos articulares podem ser visualizadas na figura 7. A amplitude
articular do joelho e tornozelo direitos foi capturada na fase de apoio médio do membro
posterior direito, enquanto o membro contralateral encontrava-se em fase de balanco.
O mesmo foi preconizado para a captura das dimensodes da pata.

Para a andlise da &rea da pata, necessitou-se de uma medida de calibracao.
Com esta finalidade, uma fita com a largura conhecida de 1,8 cm foi pregada na
plataforma para possibilitar a calibragéo das medidas. A obtencdo da area da pata a

partir de suas dimensdes longitudinais e laterais esta representada na figura 7.
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Figura 7 — representacdo da marcacéo dos pontos de referéncia e dos angulos articulares
através do software Kinovea.

Nota: A: amplitude da articulagdo do tornozelo; B: amplitude da articulacéo do joelho; C:
representacao das dimensdes longitudinal e transversal da pata e da medida de calibracdo
do software.

Fonte: do autor.

Foram obtidas 3 medidas, em diferentes momentos da marcha do animal, do
angulo articular do joelho e das dimensdes longitudinal e transversal da pata. A média
dos valores dos 3 angulos obtidos foi finalmente utilizada como o angulo articular do
joelho. A média do produto entre as medidas das dimensdes longitudinal e transversal
da pata do animal foi assumida como a area plantar da pata, como exemplificado na

figura 8.

P (dl1 xdtl) x (dl2 x dt2) x (dI3 X dt3)
p —
3

Figura 8 — célculo da area plantar da pata direita do animal, onde:
Ap: area plantar

dl: dimenséo longitudinal

dt: dimens&o transversal
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Fonte: do autor.

4.9 APLICACAO DOS RECURSOS FISIOTERAPEUTICOS

Os animais foram tratados com dois tipos de recursos fisioterapéuticos: US e
LASER. Para a aplicacdo dos recursos fisioterapéuticos, 0s animais permaneceram
anestesiados a fim de assegurar que o tratamento com os recursos fosse conduzido
de forma eficaz, sem que o animal se movesse e perturbasse a aplicacdo. Foi utilizada
uma mistura de 2% de isoflurano em oxigénio, com fluxo de 2,5 L/min, que foi gerado
por um vaporizador de isoflurano previamente calibrado, ofertada ao animal por meio
de um cone posicionado a frente da cabeca do camundongo. A aplicacdo e 0s
parametros especificos de cada recurso estdo detalhados a seguir.

4.9.1 Ultrassom terapéutico

Para aplicacdo do US, o animal foi anestesiado como previamente descrito. Foi
utilizada a modalidade subaquatica do ultrassom, devido a incompatibilidade de
tamanho entre o cabecote emissor de ultrassom e a pequena area de aplicacéo sobre
a articulacdo do animal. O camundongo foi entdo posicionado de forma que o joelho
posterior direito estivesse submerso em um recipiente com agua, que foi o meio
acoplador para a transmissédo das ondas ultrassonoras. Finalmente, o cabecote do
aparelho de ultrassom foi totalmente submergido na agua para aplicacao do recurso,
mantido a uma distancia de 1 cm da area tratada, com movimentos circulares ritmicos
do cabecote (figura 9). Foi utilizado um aparelho de ultrassom terapéutico comercial
Sonopulse Il (IBRAMED®), cujo transdutor apresenta uma area efetiva de radiacéo
(ERA) de 7 cm?, ajustado com o0s seguintes parametros: frequéncia de 1 Mhz,
intensidade de 1 W/cm?, pulso continuo e tempo de aplicacdo de 5 minutos
(OZGONENEL; AYTEKIN; DURMUSOGLU, 2009).
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Figura 9 — tratamento com ultrassom subaquético.
Fonte: do autor.

4.9.2 LASER

Assim como na aplicacdo de US, o animal permaneceu anestesiado como
descrito anteriormente. O laser foi aplicado em dois pontos na articulagdo do joelho
posterior direito do animal, sendo um ponto na regido da linha articular medial e outro
na linha articular lateral, como exemplificado na figura 10. Foi utilizado um aparelho
comercial LASER HTM Compact (HTM Eletronica®), cujo diodo de GaAlAs emite
radiacdo eletromagnética infravermelha no comprimento de onda de 830 nm do
espectro de luz. A densidade de energia total de aplicacdo foi de 16 J/icm?,
administrada em duas aplica¢des consecutivas com duragcédo de 100 segundos nos
pontos de aplicacao relatados acima, com energia de 1 J em cada ponto (CORADINI
et al., 2014). A poténcia total foi de 0,01 W, com regime continuo de emisséao do laser,
resultando em uma poténcia média de saida foi de 0,01 W, e a &rea do feixe foi de
0,1257 cm?.
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Figura 10 - representacéo do tratamento com LASER.
Fonte: do autor.

4.10 ANALISE HISTOLOGICA

Com o intuito de verificar a morfologia, o dano articular resultante da OA e o
efeito do tratamento com os recursos fisioterapéuticos na progressao da doenca, foi
realizada a analise histoldgica da articulacdo do joelho do membro posterior direito
dos animais.

Para isso, ap0s 21 dias de tratamento, 0os animais que receberam MIA ou salina
i.a. foram sacrificados e as articulacdes foram extraidas, preservando a capsula
articular e o terco distal do fémur e proximal da tibia. A fibula foi descartada. Essas
articulacdes foram entédo fixadas em formaldeido tamponado 10% por 24 horas, e
entdo colocadas em uma solucdo descalcificadora composta de acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) 12%, por 30 dias. Apés descalcificacéo, o tecido foi processado
para inclusdo em parafina, passando por um processo de desidratacdo em uma série
de banhos em alcool 70%, alcool 90%, alcool 95%, alcool absoluto, alcool absoluto +
xilol e xilol. A partir disso, as articulacdes foram inseridas em cassetes especificos e

banhadas em parafina overnight. No dia seguinte, as articulagdes foram retiradas do
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banho de parafina e colocadas na posicdo de inclusdo em recipientes especificos
contendo parafina. As articulacbes foram incluidas de forma a possibilitar cortes
sagitais.

Com os blocos de parafina prontos, foram retirados cortes sagitais da
articulagcdo com espessura de 5 micrémetros (um) utilizando um micrétomo. Os cortes
foram fixados em laminas histolégicas foscas lapidadas com 26 x 76 x 1 mm (largura
X comprimento X espessura) com o auxilio de uma solugcédo 1:1 de 4gua e élcool
absoluto. Depois, os cortes foram corados por meio de hematoxilina e eosina (HE) e
uma laminula foi aplicada sobre os cortes em cada lamina.

Os cortes histologicos das articulacées foram visualizados e fotografados em
um microscopio Axiophot (Zeiss Microscopy, Alemanha) equipado com uma camera
para captura Toupcam (ToupTek Photonics Co, China), conectado a um computador
rodando o software ToupView versdo 3.7.64.54. Foram fotografadas as cartilagens
articulares da extremidade femoral e tibial. As imagens foram obtidas com as lentes
objetivas de 10, 20 e 40x e foram observadas em busca de lesdo tecidual nas
cartilagens articulares dos plat6s tibiais e dos condilos femorais.

4.11 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Inicialmente, foram investigados os efeitos nociceptivos da aplicacéo i.a. de
MIA ou seu veiculo (Experimento 1). Dessa forma, dois grupos de seis animais foram
utilizados: animais que receberam MIA i.a. (MIA) comparados aos animais controle,
gue receberam salina i.a. (SAL). A medida basal (MB) do limiar nociceptivo mecéanico
foi obtida previamente a injecdo, e outras medidas foram realizadas 3, 5, 7, 10, 14 e
21 dias apdés a injecdo, como exemplificado na figura 11. A avaliacdo do limiar
nociceptivo ao longo do tempo teve também o0 objetivo de estabelecer o dia do pico
nociceptivo, ou seja, o dia em que os animais demonstraram maior nocicepgao. O dia
do pico nociceptivo foi entdo utilizado para os experimentos farmacol6gicos. No 21°

dia, os animais foram eutanasiados.
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AVALIAGAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO

MIA ou Sal

1
1 1 T |

MB 3 5 7 10 24 21

TEMPO (d)

Figura 11 — Experimento 1: avaliacdo do limiar nociceptivo de animais que receberam MIA ou salina
i.a. ao longo de 21 dias.

Nota: MB: medida basal.
Fonte: do autor.

Estabelecido o modelo nociceptivo, como parte do Experimento 2, foi avaliado
o efeito do tratamento diario com US ou LASER, aplicados diariamente por 21 dias,
na nocicepgéo induzida pela OA. Para isso, foram utilizados seis grupos contendo seis
animais cada, sendo esses grupos compostos por: a) animais que receberam apenas
MIA i.a. (MIA); b) animais que receberam apenas salina i.a. (SAL); c) animais que
receberam MIA i.a. tratados com US (MIA/US); d) animais que receberam MIA i.a.
tratados com LASER (MIA/LASER); e) animais que receberam salina i.a. tratados com
US (SAL/US); f) e animais que receberam salina i.a. tratados com LASER
(MIA/LASER). Nesses grupos, foi realizada uma medida basal do limiar nociceptivo
mecanico antes da injecdo articular e 3, 5, 7, 10, 14 e 21 dias apds, como pode ser

visto na figura 12.
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AVALIAGAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO
MARCHA, TEMPERATURA E DIAMETRO ARTICULAR

MIA ou Sal
1 Tratamento (US ou LASER
MB 3 5 7 10 1 24 21—
LN, marcha, Termografiae LN, marcha,
termografia e paquimetria termografiae
paquimetria paquimetria

TEMPO (d) |

Eutanasia e extragdo da articulagdo

Figura 12 — Experimento 2: avaliacdo do limiar nociceptivo mecéanico, marcha, temperatura e diametro
articular de animais que receberam MIA ou salina i.a., tratados diariamente por 21 dias com US ou
LASER.

Nota: MB: medida basal; LN: limiar nociceptivo.

Fonte: do autor.

Nesses mesmos grupos, foi efetuada também a avaliacdo da temperatura
articular por meio da termografia e do diametro articular por meio da paquimetria,
sendo que a medida basal foi obtida antes da injecao i.a. de MIA ou salina, e outras
avaliacOes foram realizadas 11 e 21 dias apo6s a inje¢do, como exemplificado na figura
13, como mostra a figura 12.

Ainda nos grupos descritos acima, foi feita a captura dos videos para analise
da marcha dos animais. Para isso, a marcha dos animais foi capturada antes da
injecéo i.a. de MIA ou salina (MB) e ap6s 21 dias. A figura 12 representa a organizacao
deste experimento.

Uma vez avaliado o efeito cumulativo do tratamento diario com US ou LASER,
0 Experimento 3 foi realizado com a intencao de verificar a duragéo do efeito de uma
Unica aplicacao de US ou LASER na nocicepcgao provocada pela OA. Para isso, quatro
grupos com seis animais cada foram organizados da seguinte forma: a) animais que
receberam apenas MIA i.a. (MIA); b) animais controle que receberam apenas salina
l.a. (SAL); c) animais que receberam MIA i.a. tratados com US (MIA/US); d) e animais
que receberam MIA i.a. tratados com LASER (MIA/LASER). A medida basal do limiar
nociceptivo mecanico foi efetuada e entdo esses animais receberam, por via i.a., uma
injecdo de MIA ou salina. 14 dias depois (com base no efeito antinociceptivo

demonstrado pelo tratamento diario com US ou LASER), os animais foram tratados
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uma unica vez com US ou LASER, e avaliados 1, 3, 5, 7 e 24 horas ap0s o tratamento.

A Figura 13 demonstra o delineamento deste experimento.

AVALIAGAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO

MIA ou Sal US ou LASER

| 1

TEMPO (h)

Figura 13 — Experimento 3: avaliagdo do limiar nociceptivo mecéanico de animais que receberam MIA
ou salina i.a. e receberam um Unico tratamento com US ou LASER no 14° dia apés a inje¢éo.

Nota: MB: medida basal.

Fonte: do autor.

Em seguida, foi realizado o Experimento 4 para verificar se a nocicep¢ao
causada pela OA apresentava participacdo das células da glia espinais.
Primeiramente, foi investigada a participacédo da micréglia na nocicepcao, e para isso
foram utilizados cinco grupos compostos por seis animais cada. Os grupos foram
divididos da seguinte forma: a) animais que receberam injecdo i.a. de MIA e veiculo
da minociclina i.t. (MIA/Vec); b) animais que receberam salina i.a. e veiculo i.t.
(SAL/Vec); c) animais que receberam injecdo i.a. de MIA e 30 ng de minociclina i.t.
(MIA/Mino 30 ng); d) animais que receberam salina i.a. e 30 ng de minociclina i.t.
(SAL/Mino 30 ng); e) e animais que receberam MIA i.a. e 60 ng de minociclina i.t.
(MIA/Mino 60 ng). Primeiramente, foi realizada uma medida basal do limiar nociceptivo
mecanico em cada animal antes da injecédo i.a. de MIA ou salina e, no décimo dia pés
aplicacao (o dia do pico nociceptivo provocado pela injecéo de MIA), foi realizada a
injecdo por via i.t. da minociclina, seguida pela avaliacdo do limiar nociceptivo
novamente 1, 3, 5, 7 e 24 horas ap0s, como pode ser observado na Figura 14.

Por fim, trés outros grupos, contendo seis animais cada, foram utilizados para
investigar a participacado dos astrécitos espinais na nocicepc¢ao provocada pela OA.
Para esse fim, os grupos foram assim organizados: a) animais que receberam salina
i.a. e 300 pmol de fluorocitrato por via i.t.; b) animais que receberam MIA i.a. e 150

pmol de fluorocitrato por via i.t.; ¢) e animais que receberam MIA i.a. e 300 pmol de
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fluorocitato por via i.t. Tal experimento foi delineado similarmente aos experimentos

com a minociclina, como visto na Figura 14.

AVALIAGAO DO LIMIAR NOCICEPTIVO

MIA ou Sal Mino, FC ouVeci.t.

1 1

TEMPO (h)

Figura 14 — Experimento 4: avaliacdo do limiar nociceptivo mecénico de animais que receberam
aplicagéo i.a. de MIA ou salina, tratados com a injegé&o i.t. de minociclina ou fluorocitrato.

Nota: MB: medida basal; Mino: minociclina; FC: fluorocitrato.
Fonte: do autor.

4.12 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram apresentados como média + E.P.M. Para o tratamento
estatistico dos dados comportamentais de limiar nociceptivo mecanico, foi utilizada a
analise de variancia de duas vias (two-way ANOVA). As analises foram seguidas pelo
pos-teste Bonferroni de multiplas comparacdes. Os dados de termografia e
paquimetria foram analisados por meio da andlise de variancia de uma via (ANOVA
one-way) seguida do pos-teste Tukey. Para todas as analises, foram considerados
estatisticamente significativos os valores de p < 0,05. As andlises estatisticas e
elaboracao de figuras foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism verséo
5.0.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DA NOCICEPCAO DA OA INDUZIDA PELA INJECAO INTRA-
ARTICULAR DE MIA

Inicialmente, com objetivo de padronizar e estabelecer o modelo de OA, um
grupo de seis animais foi submetido a administracao i.a. de MIA (MIA), enquanto outro
grupo, também contendo 6 animais, foi submetido a injecéo i.a. de salina estéril (SAL).
Como pode ser observado no grafico 1, a partir do terceiro dia apds a administracao
do MIA, os animais apresentaram uma reducao significativa (p < 0,05 no dia 3; p <
0,01 nos demais tempos; p < 0,001 no dia 10; f1,10 = 1,002) do limiar nociceptivo no
teste de von Frey, o que indica a nocicepc¢ao resultante da injecao de MIA. Essa queda
no limiar nociceptivo manteve-se estavel do quinto até o 21° dia de experimento. No
10° dia ocorreu a maior diferenca no limiar nociceptivo dos animais que receberam
MIA em relacdo aos animais controle (p < 0,001; fi10 = 1,002), sendo assim
considerado o dia do pico nociceptivo.

1.754
@ MA

1.50 # SAL

1.25-
1.00-
0.754

0.504

LIMIAR NOCICEPTIVO (g)

0.254

0.004—
MB 3 5 7 10 14 21

TEMPO (Dias)

Gréfico 1 — avaliacdo da nocicepcao associada & OA induzida por MIA. Foi realizada uma medida
basal (MB) do limiar nociceptivo antes da injecdo i.a. de MIA (0,1 mg) ou salina (MB) e depois 3, 5, 7,
10, 14 e 24 dias apés a injecéo. Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em
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gramas (g). Os dados foram analisados utilizando Two-way ANOVA, seguido do pés-teste de
comparagdes multiplas Bonferroni. * indica significancia estatistica (p < 0,05); ** indica significancia
estatistica (p < 0,01); e *** indica significancia estatistica (p < 0,001) em relagdo ao grupo SAL.

5.2 EFEITO ANTINOCICEPTIVO DO TRATAMENTO DIARIO COM US OU
LASER NA NOCICEPCAO INDUZIDA PELA OA

Uma vez estabelecido o modelo, foi investigado o efeito do tratamento com os
recursos fisioterapéuticos na nocicepcédo provocada pela OA. Primeiramente, o gréafico
2 mostra o efeito antinociceptivo em animais tratados com US diariamente, ao longo
de 21 dias. Os animais que receberam MIA por via i.a. e que nao foram tratados (MIA)
apresentaram queda significativa no limiar nociceptivo a partir do terceiro dia, até o
21° dia (p < 0,01 no quinto dia; p < 0,001 nos demais dias; f320 = 2,820). Nao foi
observada variagéo do limiar nociceptivo mecéanico dos animais que receberam salina
i.a., tratados (SAL/US) ou ndo (SAL). No 10° dia de avaliacdo, os animais que
receberam MIA i.a. tratados com US (MIA/US) também demonstraram uma reducao
significativa do limiar nociceptivo mecanico (p < 0,001) em relagéo ao grupo SAL. No
entanto, é possivel notar que, nos dias 14 (p < 0,05; f320 = 2,820) e 21 (p < 0,01; f320
= 2,820) de tratamento com US, houve uma atenuacao da nocicep¢ao nos animais do
grupo MIA/US em relagéo aos animais do grupo MIA e esse efeito se manteve até o
altimo dia de avaliacdo do limiar nociceptivo mecéanico. Isso demonstra que o
tratamento com US apresenta efeito antinociceptivo que se manifesta tardiamente,
qguando aplicado diariamente.
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Gréfico 2 - avaliagdo do efeito antinociceptivo do tratamento com o US na nocicepg¢éo associada a
OA induzida por MIA. Foi realizada uma medida basal (MB) do limiar nociceptivo antes da injecéo i.a.
de MIA (0,1 mg) ou salina (MB) e depois 3, 5, 7, 10, 14 e 24 dias ap0s a injecdo. Os dados representam
a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g). Os dados foram analisados utilizando Two-
way ANOVA, seguido do pos-teste de comparagbes mdltiplas Bonferroni. ** indica significancia
estatistica (p < 0,01); e *** indica significancia estatistica (p < 0,001) em relagdo ao grupo SAL; #
indica significancia estatistica (p < 0,05); e ## indica significancia estatistica (p < 0,01) em relacéo ao
grupo MIA.

Similarmente, o grafico 3 representa o limiar nociceptivo de animais com OA
tratados com LASER e os demais grupos controle. A exemplo do ocorrido
anteriormente, os animais nao tratados que receberam MIA i.a. (MIA) apresentaram
gueda significativa do limiar nociceptivo em relagéo aos que receberam salina (SAL)
a partir do terceiro dia, que se manteve até o 21° dia. Houve também uma reducao
significativa (p < 0,01) do limiar nociceptivo dos animais que receberam MIA i.a.
tratados com LASER em relacdo ao grupo SAL no 21° dia apenas. Os animais que
receberam salina i.a., tratados (SAL/LASER) ou ndo (SAL), ndo apresentaram
variac&o do limiar nociceptivo mecanico basal. E possivel observar, por sua vez, que
0 LASER foi capaz de atenuar intermitentemente a nocicepgédo provocada pela OA
nos dias 3 (p < 0,01; f320 = 1,976), 10 (p < 0,05; f320 = 1,976) e 14 (p < 0,001; f320 =
1,976) apoés a injecédo i.a. de MIA (MIA/LASER). Cabe salientar que, apesar de néo ter
sido observada significancia estatistica em relacdo aos animais MIA nos demais

hY

tempos de avaliacdo, existe uma tendéncia a antinocicep¢do que nado deve ser
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descartada. Com isso, verifica-se que o LASER também promove antinocicepcao
guando aplicado diariamente, a qual se manifesta mais precocemente ap0s o inicio

do tratamento.
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Gréfico 3 - avaliacé@o do efeito antinociceptivo do tratamento com o LASER na nocicepgao associada
a OA induzida por MIA. Foi realizada uma medida basal (MB) do limiar nociceptivo antes da injecdo
i.a. de MIA (0,1 mg) ou salina (MB) e depois 3, 5, 7, 10, 14 e 24 dias ap6s a inje¢do. Os dados
representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g). Os dados foram analisados
utilizando Two-way ANOVA, seguido do pés-teste de comparagBes multiplas Bonferroni. *** indica
significAncia estatistica (p < 0,001) em relacdo ao grupo SAL; # indica significancia estatistica (p <
0,05); ## indica significancia estatistica (p < 0,01); e ### indica significancia estatistica (p < 0,001) em
relacdo ao grupo MIA.

5.3 EFEITO ANTINOCICEPTIVO DE UMA UNICA APLICACAO DE US OU
LASER NA NOCICEPCAO INDUZIDA PELA OA

Haja vista que foi observado efeito analgésico tanto do US como do LASER
quando aplicados diariamente, foi investigado, portanto, o efeito de um Udnico
tratamento com esses recursos objetivando identificar a duragéo desse efeito logo
apos a aplicacdo. Para esse fim, animais que receberam MIA por via i.a. foram
tratados uma unica vez com US (MIA/US) ou LASER (MIA/LASER) no 14° dia apos a

injecdo, e depois avaliados quanto ao limiar nociceptivo mecénico uma, trés, cinco,
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sete e 24 horas apds o tratamento. O 14° dia foi arbitrariamente escolhido
considerando que tanto o US como o LASER promoveram uma atenuacdo da
nocicepcao induzida pela OA nesse periodo do tratamento, como é possivel observar
nos graficos 2 e 3. Sendo assim, o gréfico 4 expressa o limiar nociceptivo mecanico
desses animais. Verificou-se que o0s animais que receberam MIA ia. (MIA)
apresentaram uma reducéo significativa (p < 0,001; f3,19 = 2,691) do limiar nociceptivo
mecanico em relacdo aos animais que receberam salina i.a. (SAL) em todos o0s
tempos avaliados. E possivel observar também que o US e o LASER foram capazes
de reverter a nocicepcdo provocada pela OA (respectivamente p < 0,01; p < 0,001;
f310 = 2,691) uma hora apés a aplicacdo, sendo que, em nenhum dos casos, esse
efeito se manteve na terceira hora em diante, ou seja, os animais do grupo MIA/US e
MIA/LASER demonstraram limiar nociceptivo significativamente menor do que o0s
animais do grupo SAL da 32 a 242 hora..

Com isso, verifica-se que o0 US e o LASER apresentam efeito antinociceptivo
imediatamente ap6s a sua aplicagdo no modelo de OA estudado, com duracdo de

aproximadamente uma hora.
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Gréfico 4: avaliacao da duracédo do efeito antinociceptivo de um Unico tratamento com US ou LASER
na nocicepcdo associada a osteoartrite induzida por MIA. Foi realizada uma medida basal (MB) do
limiar nociceptivo antes da injecéo i.a. de MIA (0,1 mg) ou salina (MB) e depois 1, 3, 5, 7 e 24 horas
apos o tratamento com US ou LASER. Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo
em gramas (g). Os dados foram analisados utilizando Two-way ANOVA, seguido do pés-teste de
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comparacdes multiplas Bonferroni. *** indica significancia estatistica (p < 0,001) em relacdo ao grupo
SAL; ## indica significancia estatistica (p < 0,01); e ### indica significancia estatistica (p < 0,001) em
relacdo ao grupo MIA.

5.4  AVALIACAO DA TEMPERATURA ARTICULAR NA OA E A INFLUENCIA DO
TRATAMENTO COM US OU LASER

Considerando que a OA pode ndo apresentar somente a dor, foram
investigados neste estudo outros sinais clinicos que normalmente ocorrem
simultaneamente na OA. Um dos sinais clinicos foi a possivel elevacdo da
temperatura articular como resultado da inflamacéao decorrente do processo da OA. O
grafico 5 representa a avaliacdo da temperatura articular por meio da termografia.
Como pode ser observado, na medida basal, os animais do grupo MIA apresentaram
temperatura do joelho direito significativamente mais baixa que os animais dos demais
grupos (p < 0,05). No dia 11 e 22 apoés a injecdo i.a. de MIA ou salina, nenhuma
diferenca foi observada entre os grupos avaliados. Os animais do grupo MIA
demonstraram um aumento significativo na temperatura articular no dia 11 apés a
injecdo i.a. de MIA (p < 0,01) e também no dia 21 (p < 0,001) em relagdo a medida
basal, evento o qual ndo foi observado nos demais grupos. Houve também aumento
significativo da temperatura articular no dia 21 em relacdo ao dia 11 (p < 0,05) nos
animais que receberam MIA i.a. Apesar de o0s grupos tratados exibirem uma
temperatura ligeiramente menor que os grupos MIA e SAL no 21° dia, essa diferenca
ndo foi estatisticamente significativa. Desse modo, foi possivel verificar que os

tratamentos ndo alteraram o aumento da temperatura local.
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Gréfico 5 - avaliacdo da temperatura articular do joelho direito dos animais e a influéncia do tratamento
com US ou LASER na temperatura articular, obtida por meio de termografia. Foi realizada inicialmente
uma medida basal (MB) da temperatura articular antes da inje¢&o i.a. de MIA (0,1 mg) ou salina (MB),
e entdo nos dias 11 e 21 apoés a injecdo, sendo que o tratamento com US ou LASER foi realizado
diariamente nos 21 dias. Os dados representam a média + E.P.M. da temperatura articular em graus
Celsius (°C). Os dados foram analisados utilizando Two-way ANOVA, seguido do pos-teste de
comparacdes multiplas Bonferroni, e One-way ANOVA, seguido do teste Tukey. * indica significancia
estatistica (p < 0,05) em relagdo ao grupo MIA; ## indica significancia estatistica (p < 0,01) em relacédo
ao grupo MIA na MB; ### indica significancia estatistica (p < 0,001) em relagao ao grupo MIA na MB;
e & indica significancia estatistica (p < 0,05) em relacdo ao grupo MIA no dia 11.

5.5 AVALIACAO DO DIAMETRO ARTICULAR DE JOELHO NA OAE A
INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM US OU LASER

Assim como a variacdo na temperatura articular em decorréncia da OA, o
didmetro articular de joelho também foi avaliado, com o intuito de investigar se, no
presente modelo, a presenca de edema poderia ser identificada com a progressao da
doenca. O grafico 6 mostra os achados da avaliagdo do diametro articular por meio
da paquimetria. Nao foi observada nenhuma diferenca estatisticamente significativa
entre 0s grupos e nenhuma variagao significativa ao longo do periodo de avaliacéo,
demonstrando que, no presente modelo, ndo houve presenca de edema que alterasse

o diametro articular, em decorréncia do desenvolvimento da OA.
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Gréfico 6 - avaliacdo do diametro articular do joelho direito dos animais e a influéncia do tratamento
com US ou LASER no diametro articular, obtida por meio de paquimetria. Foi realizada inicialmente
uma medida basal (MB) do diametro articular antes da injecao i.a. de MIA (0,1 mg) ou salina (MB), e
entdo nos dias 11 e 21 apés a injecao, sendo que o tratamento com US ou LASER foi realizado
diariamente nos 21 dias. Os dados representam a média + E.P.M. do didmetro articular em centimetro
(cm). Os dados foram analisados utilizando Two-way ANOVA, seguido do pés-teste de comparacdes
multiplas Bonferroni, e One-way ANOVA, seguido do teste Tukey. N&o foi observada diferenca
estatistica entre os grupos.

5.6 AVALIACAO DA MARCHA DURANTE A OA E A INFLUENCIA DO
TRATAMENTO COM US OU LASER

Para investigar se a nocicepcdo previamente avaliada poderia interferir
funcionalmente na mobilidade dos animais no presente modelo de OA, foi realizada a
analise da marcha dos animais por meio de analise de video. Primeiramente, a marcha
foi avaliada lateralmente, no plano sagital dos animais, para que o angulo articular do
joelho direito dos animais pudesse ser avaliado. Sendo assim, o grafico 7 exibe a
avaliacdo da angulacao articular relacionada a amplitude do joelho direito dos animais
durante a fase de apoio médio desse membro. No dia 21, os animais que receberam
MIA i.a. tratados com US (MIA/US) apresentaram uma amplitude significativamente
maior (p < 0,01) durante a fase de apoio em relacdo aos animais nao tratados (MIA),
0 que nao foi encontrado em relacdo aos animais que receberam MIA i.a. tratados
com LASER (MIA/LASER).
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Gréfico 7 — avaliacdo dos angulos articulares do joelho do membro posterior direito, obtida por meio
da analise da marcha capturada em video. Foi realizada inicialmente uma captura de video basal
(MB) da marcha antes da injecdo i.a. de MIA (0,1 mg) ou salina (MB), e entdo 21 ap6s a injecao,
sendo que o tratamento com US ou LASER foi realizado diariamente nos 21 dias. Os dados
representam a média + E.P.M. do angulo articular em graus (°). Os dados foram analisados utilizando
Two-way ANOVA, seguido do pos-teste de comparagdes multiplas Bonferroni, e One-way ANOVA,
seguido do teste Tukey. ** representa diferenca estatistica significativa (p < 0,01) entre os grupos MIA
e MIA/US.

Foi analisada também se a OA teve influéncia sobre superficie de apoio plantar
da pata no lado afetado, por meio da avaliacdo da marcha na vista inferior. O grafico
8 representa a area da pata direita dos animais durante a fase de apoio médio do
membro em questdo. Nesse caso, € possivel notar que ndo houve variacédo
estatisticamente significativa da area plantar entre 0os grupos ou entre 0s tempos

avaliados.
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Gréfico 8 — avaliagdo da &rea plantar da pata posterior direita dos animais, obtida por meio da analise
da marcha capturada em video. Foi realizada inicialmente uma captura de video basal (MB) da
marcha antes da inje¢éo i.a. de MIA (0,1 mg) ou salina (MB), e entdo 21 apds a inje¢édo, sendo que o
tratamento com US ou LASER foi realizado diariamente nos 21 dias. Os dados representam a média
+ E.P.M. da area da pata em centimetros quadrados (cm?). Os dados foram analisados utilizando
Two-way ANOVA, seguido do pdés-teste de comparac¢des mdltiplas Bonferroni, e One-way ANOVA,
seguido do teste Tukey. N&o foi observada diferenca estatistica entre os grupos.

5.7 AVALIACAO HISTOLOGICA DA OA E A INFLUENCIA DA APLICACAO DE
US E LASER

Embora o modelo de OA utilizado no presente estudo tenha sido bastante
utilizado na literatura, foi realizada uma analise histol6gica qualitativa do tecido
articular, em especial da cartilagem articular, com o objetivo de averiguar e confirmar
a presenca de lesdo como consequéncia da OA.

A figura 17 mostra imagens representativas de cortes histolégicos de animais
de quatro grupos: animais que receberam MIA i.a. (MIA), animais que receberam
salinai.a. (SAL), animais que receberam MIA i.a. tratados com US (MIA/US) e animais
gue receberam MIA i.a. tratados com LASER (MIA/LASER).



Figura 15 — imagens histologicas da articulagdo posterior direita dos animais obtidas por meio de
microscopia (20x).

Nota: A: grupo SAL; B: grupo MIA; C: grupo MIA/US; D: grupo MIA/LASER.

As setas pretas apontam locais em que se percebe lesdo da cartilagem hialina articular.

De acordo com as imagens obtidas, os animais do grupo SAL (figura 15 A)
apresentaram a cartilagem articular integra, com a superficie continua, sem sinais
aparentes de lesdo cartilaginosa relacionada a OA. Por outro lado, os animais do
grupo MIA (figura 15 B) exibiram pontos de fissura e fibrilacdo na cartilagem articular,
indicando perda da continuidade articular e leséo de tecido cartilaginoso. O mesmo
pbde ser notado nos animais dos grupos MIA/US (figura 15 C) e MIA/LASER (figura
15 D). Apesar de terem sido tratados com o0s recursos fisioterapéuticos, o surgimento

de lesBes na superficie cartilaginosa néo foi impedido pelo tratamento.

5.8 AVALIAGCAO DA PARTICIPAGCAO DAS CELULAS DA GLIA ESPINAIS NA
NOCICEPCAO INDUZIDA PELA OA
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Com o objetivo de confirmar os achados da literatura de que as células da glia
espinais podem participar da nocicepcao induzida pela OA, foi conduzido um ensaio
farmacoldgico para investigar a participacdo de astrécitos e microglia espinais no
presente modelo de OA.

Primeiramente, no 10° dia ap0s a injecdo i.a. de MIA ou salina, os animais
receberam uma injecdo por via intratecal do inibidor de microglia, a minociclina, em
duas diferentes doses (30 ou 60 ng) ou seu veiculo. O 10° dia foi escolhido para
conduzir este experimento pois foi o dia que mais apresentou nocicep¢ao, como
observado nos 21 dias de avaliacao (grafico 1). O grafico 9 mostra o limiar nociceptivo
mecanico dos animais, avaliado 1, 3, 5, 7 e 24 horas apoés a injecao i.t. de minociclina
ou veiculo. De acordo com os resultados, observa-se que os animais que receberam
MIA i.a. e veiculo por via i.t. (MIA/Vec) demonstraram uma queda significativa (p <
0,01 no sétimo dia; p < 0,001 nos demais tempos; fa,28 = 4,888), do limiar nociceptivo
mecanico em todos os tempos avaliados em relacdo aos animais que receberam
salina i.a. e veiculo i.t. (SAL/Vec). Em relacdo aos animais do grupo SAL/Vec, houve
também reducdo significativa do limiar nociceptivo dos animais que receberam MIA
i.a. e a dose de 60 ng i.t. (MIA/Mino 60 ng) na 12, 52 (p < 0,05), 72 (p < 0,01) e 242 (p
< 0,001) hora apo6s a injecéo da droga. Houve também reducédo do limiar nociceptivo
dos animais que receberam a menor dose de minociclina (MIA/Mino 30 ng) e os
animais do grupo SAL/Vec na 12 (p < 0,01), 32 (p < 0,001), 58 (p < 0,01) e 242 (p <
0,001) hora ap6s a injecdo. Os animais que receberam salina i.a. e minociclina i.t.
(SAL/Mino) ndo apresentaram variacdo do limiar nociceptivo basal. Entretanto, os
animais de grupo MIA/Mino 60 ng exibiram uma reversao da nocicepcdo na 32 hora (p
< 0,001; fa28 = 4,888) e uma atenuacdo da nocicepcéo na 52 hora (p < 0,01; fa2s =
4,888) em relagdo aos animais MIA/Vec, retornando a nocicepc¢éo a partir da 72 hora.
Além disso, os animais do grupo MIA/Mino 30 ng apresentaram resultado similiar,
porém menos potente, resultando em uma atenuacdo significativa da nocicepcao
induzida pela OA na 52 (p < 0,01; fs,28 = 4,888) e na 72 hora (p < 0,05; f428 = 4,888),
retornando a nocicepcéo a partir de entdo. Esses resultados sugerem que a microglia
esta possivelmente envolvida com a nocicep¢ao causada pela OA induzida por MIA,

uma vez que sua inibicdo atenuou a nocicepc¢éo de maneira dose dependente.
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Gréfico 9 - avaliagdo do envolvimento da micréglia espinal na nocicepcdo associada a osteoartrite
induzida por MIA. Foi realizada uma medida basal (MB) do limiar nociceptivo antes da injec¢&o i.a. de
MIA (0,1 mg) ou salina (MB) e depois 1, 3, 5, 7 e 24 horas ap0s a injecao i.t. de minociclina (30 ou 60
ng) ou veiculo. Os dados representam a média + E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g). Os
dados foram analisados utilizando Two-way ANOVA, seguido do pds-teste de comparac¢des multiplas
Bonferroni. * indica significancia estatistica (p < 0,05); ** indica significancia estatistica (p < 0,01); e
*** indica significancia estatistica (p < 0,001) em relacdo ao grupo SAL/Vec. # indica significaAncia
estatistica (p < 0,05); ## indica significancia estatistica (p < 0,01) em relagéo ao grupo MIA/Vec.

De forma similar ao experimento anteriormente descrito, animais que
receberam MIA ou salina i.a. receberam uma injecdo por via i.t. do inibidor de
astrocitos, o fluorocitrato, em duas diferentes doses (150 ou 300 pmol) ou seu veiculo,
com o intuito de investigar a possivel participacdo desse tipo de célula da glia na
nocicepc¢ao induzida pela OA. Com base nos resultados demonstrados no grafico 10,
0s animais que receberam MIA i.a. e veiculo i.a. (MIA/Vec) tiveram uma queda no
limiar nociceptivo mecanico significativa em todos os tempos avaliados, em relagéo
aos animais que receberam salina i.a. e veiculo i.t. (SAL/Vec). Foi observada redycéao
do limiar nociceptivo dos animais que receberam MIA ia. e a maior dose de
fluorocitrato (MIA/Fluo 300 nmol) apenas na 72 ap0s a injecao (p < 0,01) em relacéo
aos animais SAL/Vec, enquanto os animais que receberam a menor dose (MIA/Fluo
150 pmol) demonstraram reducg&o no limiar na 52 e na 72 hora(p < 0,01). Como
esperado, 0s animais que receberam salina i.a. e fluorocitrato i.t. (SAL/Fluo) n&o
apresentaram alteracao do limiar nociceptivo mecanico basal. Todavia, os animais do

grupo MIA/Fluo 300 pmol apresentaram uma atenuacéo significativa da nocicepcao
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induzida pela OA na 52 (p < 0,01; fa2s = 1,913) e na 72 (p < 0,01; fa28 = 1,913). Os
animais do grupo MIA/Fluo 150 pmol, por sua vez, demonstraram apenas uma
atenuacao da nocicepcéao induzida pela OA na 52 hora (p < 0,05; f4,28 = 1,913). Tais
achados permitem sugerir que os astrécitos espinais podem estar envolvidos com a
nocicepc¢ao induzida pela OA, uma vez que a sua inibicédo, de forma dose dependente,

foi capaz de atenuar a nocicepcéo causada pela OA induzida por MIA.
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Gréfico 10 - avaliagdo do envolvimento dos astrécitos espinais na nocicepcao associada a OA
induzida por MIA. Foi realizada uma medida basal (MB) do limiar nociceptivo antes da inje¢éo i.a. de
MIA (0,1 mg) ou salina (MB) e depois 1, 3, 5, 7 e 24 horas apés a injecéo i.t. de fluorocitrato (150 ou
300 pmol) ou veiculo. Os dados representam a média = E.P.M. do limiar nociceptivo em gramas (g).
Os dados foram analisados utilizando Two-way ANOVA, seguido do pés-teste de comparagfes
multiplas Bonferroni. * indica significancia estatistica (p < 0,05); ** indica significancia estatistica (p <
0,01); e *** indica significancia estatistica (p < 0,001) em relagéo ao grupo SAL. ## indica significancia
estatistica (p < 0,01); ### indica significancia estatistica (p < 0,001) em relagdo ao grupo MIA.

6 DISCUSSAO

O presente estudo verificou que o tratamento diario com US e LASER foi capaz
de reverter a nocicepcao induzida pela OA, no entanto ndo teve influéncia aparente
em achados clinicos como a temperatura articular, diametro articulares e a marcha

dos animais avaliados. A investigacdo da participacdo das células da glia na
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nocicepcao induzida pela OA revelou que tanto microglia como astrécitos espinais
parecem estar envolvidos.

O estudo foi iniciado com um experimento para validar o modelo de nocicepgao
induzida por OA por meio da injecao i.a. de MIA, como descrito por Pitcher e
colaboradores (2016). Os achados mostraram que o modelo foi capaz de promover
nocicepcao do 3° até o 21° dia, apesar de a dose de MIA utilizada no presente estudo
(0,1 mq) ter sido menor do que a utilizada por Pitcher. No trabalho de Pitcher, a menor
dose de MIA, que foi de 0,5 mg, promoveu nocicepc¢ao em relagéo ao grupo controle
apenas no 10° e 28° dia ap0s a injecdo, em contraste com o encontrado no presente
estudo. No entanto, a maior dose utilizada por Pitcher, 1,0 mg, promoveu nocicepcao
do 5° ao 28° dia apos a injecdo, de forma similar ao apresentado pelos achados do
presente estudo. Ogbonna e colaboradores (2013) utilizaram também as doses de 0,5
e 1,0 mg de MIA por via i.a. para induzir OA em camundongos, e, da mesma forma,
observaram nocicepcdo comecando a partir do 7° e 5° dia, respectivamente, com
duracdo até o 28° dia. Ja o estudo de Nwosu e colaboradores (2016) investigou o
efeito da injecéo i.a. de 0,1 mg de MIA, assim como no presente estudo. Os achados
do presente estudo corroboram com os de Nwosu, que encontrou nocicepcdo do 3°
ao 20° dia apods a injecdo, porém o estudo foi realizado com ratos. Dessa maneira, 0
presente modelo foi capaz de reproduzir comportamento nociceptivo nos animais,
uma vez que o MIA em roedores promove alteracdes articulares condizentes com
aguelas encontradas na OA em humanos (GUZMAN et al., 2003a; VAN DER KRAAN
et al., 1989)

Do ponto de vista histolégico, foram encontradas alteracfes estruturais
patologicas da cartilagem articular no modelo investigado. Vinte e um dias ap6s a
injecao de MIA, os animais apresentaram regides de fissura e fibrilagao superficial da
cartilagem hialina articular. Guzman e colaboradores (2003) verificaram que, no
intervalo de tempo entre o0 14° e o0 28° dia ap0s a injecao i.a. de 1,0 mg de MIA, néo
apenas alteracdes de cartilagem ocorreram, mas também alteragdes patolégicas no
0sso subcondral. Alteragdes no 0sso subcondral ndo foram encontradas nos animais
do presente estudo, mas isso pode refletir o fato de ter sido utilizada uma dose bem
menor (0,1 mg) do que a de Guzman, fazendo com que a progressdo da patologia
seja mais lenta. Udo e colaboradores (2016) investigaram o efeito da injecao de 0,1
mg de MIA i.a. macroscopica e histologicamente. Foi visto que, nos animais que

receberam 0,1 mg de MIA, houve depressdes pontuais na cartilagem articular por volta
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de 4 semanas e erosao articular apos 6 semanas da injecao. Os resultados mostrados
pelo presente estudo discordam dos demonstrados por Udo, uma vez que fibrilacéo e
perda de continuidade da cartilagem foram observadas com apenas 21 dias.
Entretanto, cabe salientar que o estudo de Udo foi realizado em ratos. Considerando
qgue o MIA é uma droga que promove seus efeitos por alteracdes metabdlicas (VAN
DER KRAAN et al., 1989), o diferente metabolismo entre ratos e camundongos talvez
possa influenciar a taxa de progresséo da patologia. Estudos consideram que a OA
induzida por MIA seja dose e tempo dependente (TAKAHASHI et al., 2018; UDO et
al., 2016), e que a dose maxima a ser considerada é de 1,0 mg (PITCHER; SOUSA-
VALENTE; MALCANGIO, 2016; UDO et al., 2016). Embora o presente estudo tenha
utiizado uma dose considerada baixa (0,1 mg), alteracbes histoldgicas
correspondentes ao comportamento nociceptivo demonstrado pelos animais foram
identificadas, caracterizando a validade do modelo de dor aplicado. Porém, essas
alteracdes limitaram-se apenas as zonas superficiais da cartilagem, ndo afetando
diretamente a cartilagem profunda ou o osso subcondral. Com isso, pode ser inferido
que se trata de um modelo de OA precoce, em um estado mais inicial da progresséao.

A utilizacdo do ultrassom terapéutico de baixa intensidade no tratamento de
distarbios musculoesqueléticos tem sido descrita na literatura. Considera-se de baixa
intensidade a utilizacdo de intensidades abaixo de 3 W/cm? (LEONG et al., 2013),
sendo empregada na préatica fisioterapéutica primariamente para estimular a
proliferacéo celular e reparo tecidual (TER HAAR, 2007). Embora os ensaios clinicos
envolvendo US com foco na manutencdo da OA reportarem parametros bastante
divergentes, resultados demonstram que a terapia com US tende a reducédo da dor e
melhora percebida da funcionalidade (LOYOLA-SANCHEZ; RICHARDSON;
MACINTYRE, 2010).

Em relacdo aos recursos fisioterapéuticos, os achados deste estudo apontam
qgue o US foi capaz de promover antinocicepcao tardia quando aplicado diariamente,
e a duracao da antinocicep¢ao de uma unica aplicacao foi de uma hora. No presente
estudo, a forma continua do US foi utilizada para o tratamento da OA. Zeng e
colaboradores (2014) revisaram a literatura comparando a efetividade do ultrassom
pulsado ou continuo no tratamento da OA. Eles concluiram que tanto o US continuo
como o pulsado aparentam ser eficazes na reducdo da dor, embora exista uma
tendéncia na escolha do pulsado em relacdo ao continuo. Zeng discute que o US

continuo, ao contrario do US pulsado, pode gerar um leve aquecimento tecidual, o que
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pode ser benéfico no aumento do metabolismo, permeabilidade capilar,
extensibilidade do tecido fibroso e elevar o limiar nociceptivo. Em razao disso, o US
continuo foi escolhido como uma das formas de tratamento da OA no nosso trabalho.

Estudos até o momento ainda ndo demonstraram, em longo prazo, o efeito
antinociceptivo do US em modelos animais de OA. Em outros modelos de dor,
entretanto, os efeitos antinociceptivos do US tém sido avaliados. Hung e
colaboradores (2016) verificaram que o tratamento por 5 minutos, em 5 dias na
semana, por 4 semanas com US pulsado a 20%, frequéncia de 1 Mhz e intensidade
de 1 W/cm? atenuou a dor neuropatica induzida pela constricdo do nervo ciatico (CCl)
em ratos do 3° ao 28° dia apds a constricdo. Além disso, os autores também relataram
reducdo nos niveis da citocina pro-inflamatéria IL-6 e aumento da citocina anti-
inflamatoria 1L-10, assim como uma infrarregulacdo da molécula adaptadora ligante
de caélcio ionizado 1 (Ibal) na medula espinal. Nossos achados corroboram com o0s
de Hung, uma vez que também foi encontrada antinocicep¢do com aplicacdo de US.
No entanto, em discordancia com o resultado de Hung, no presente estudo o
tratamento diario com US continuo promoveu analgesia apenas a partir do 14° dia.
Isso pode ser explicado por diferencas nos parametros de US, por ser um outro
modelo nociceptivo avaliado ou pela distribuicédo distinta dos tratamentos ao longo dos
dias.

Chen e colaboradores (2015) testaram o efeito antinociceptivo do US continuo,
com frequéncia de 1 Mhz nas intensidades de 0,25, 0,5 e 1 W/cm?, em um modelo de
CClI em ratos e identificou que a aplicacdo por 5 dias na semana ao longo de 28 dias
da dose de 1 W/cm? promoveu a maior atenuacdo da alodinia mecanica e da
hiperalgesia. Essa intensidade também foi capaz de reduzir os niveis de IL-6 e TNF-
a e a expressao de Sub P e do seu receptor, neurocinina do tipo 1 (NK-1R), os quais
estdo envolvidos na resposta nociceptiva, na regido do nervo constrito. Em
concordancia com o estudo de Chen, no presente estudo a intensidade utilizada de 1
W/cm? foi eficaz em promover analgesia. Todavia, 0os nossos resultados mostram
antinocicepgéao a partir do 14° dia de tratamento, em contraste com o estudo de Chen
gue reportou analgesia a partir do 7° dia. Portanto, os achados do presente estudo
apontam que o US foi eficaz ao promover antinocicep¢cdo quando aplicado
diariamente, e esses achados podem ser sustentados pelos estudos de Hung e
colaboradores (2016) e Chen e colaboradores (2015), que encontraram

antinocicepgdo similar, diferindo apenas no periodo de manifestacdo desse efeito.
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Vale notar que esses estudos utilizaram um modelo de dor neuropéatica, enquanto o
nosso foi de nocicepcado induzida por OA, o que pode influenciar os resultados
terapéuticos observados, mesmo com a utilizacdo de uma metodologia parecida de
tratamento com US.

A duracdo do efeito antinociceptivo de um unico tratamento com o US foi
investigada em um estudo com dor articular induzida pela injecéo i.a. de formalina 5%,
um agente nociceptivo (CORADINI et al., 2014). Coradini e colaboradores (2014)
reportaram que, 45 minutos apds o tratamento com US continuo, houve reversédo
parcial da nocicepc¢éao induzida pela formalina. No presente estudo, a antinocicepgao
induzida pelo US teve duracdo de 60 minutos, de forma similar aos achados de
Coradini. Bertolini e colaboradores (2014), utilizando o mesmo modelo de Coradini,
comparou os efeitos antinociceptivos do US pulsado e do US continuo, e verificou que
ambos tiveram efeito antinociceptivo com 45 minutos de aplicacdo. Estes estudos,
entretanto, ndo avaliaram o efeito do tratamento com US por mais que 45 minutos,
nao oferecendo dados complementares para estabelecer uma comparagéo do limiar
nociceptivo em tempos a partir de 60 minutos de tratamento. O efeito antinociceptivo
do US também foi investigado em um modelo de dor crbnica induzida por toracotomia
em ratos (LIU; HUNG, 2015). Foi verificado que o tratamento com US pulsado a 20%,
com frequéncia de 1 Mhz e intensidade de 1 W/cm?, teve maior efetividade na
reversdo da alodinia mecanica no periodo avaliado de 24 horas, embora a modalidade
continua com a mesma intensidade também tenha conseguido atenuar a alodinia.
Nossos achados suportam o resultado e Liu e Hung (2015) pois, assim como Liu, foi
encontrado efeito antinociceptivo do US continuo imediatamente ap0s a sua aplicacéo
no nosso estudo. Porém, Liu ndo especificou os tempos avaliados nessas 24 horas,
tornando dificil a comparacao dos resultados.

Os resultados do presente estudo a respeito da antinocicepcao provocada pelo
tratamento com o US, apesar de corroborar com os achados da literatura com virtude
a capacidade de promover antinocicepcao, divergem em relacdo ao resultado
terapéutico em alguns aspectos, principalmente em relacdo ao periodo de
manifestacdo da antinocicepcdo. Embora na maioria dos casos iSso possa ser
atribuido a fatores ja mencionados, outra fonte de variabilidade entra em questéo: a
fonte das ondas ultrassonoras. Segundo Straub (2008), é notdrio que existe
variabilidade entre transdutores de diferentes unidades de ultrassom. A preocupacéo

é que diferencas na intensidade média espacial (IME) — a relacdo entre a poténcia
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maxima emitida pelo transdutor e a ERA — podem interferir nos resultados terapéuticos
obtidos (STRAUB; JOHNS; HOWARD, 2008), mesmo utilizando parametros iguais ou
proximos. Portanto, a utilizacdo de diferentes unidades de US com diferentes
especificacdes de transdutor pode proporcionar variabilidade nos achados.

Acredita-se que a interface de acoplamento também pode ter influéncia nos
resultados terapéuticos. A maioria dos estudos citados utilizaram gel como meio
acoplador (CHEN et al., 2015; CHUNG; MIN; BAIK, 2016; HUNG et al., 2016). Embora
a agua tenha sido utilizada no presente estudo como meio acoplador, relatos
demonstram que a diferenca na capacidade de transmissao das ondas ultrassonoras
entre dgua e gel é quase nula (CASAROTTO et al., 2004). Por tal motivo, justificou-se
0 uso da forma subaquética do US, e também em virtude da incompatibilidade de
tamanho entre o transdutor disponivel e a &rea irregular de aplicacdo na articulacédo
do animal. Vale ressaltar que o presente estudo foi o Gnico a empregar a utilizacdo da
modalidade subaquéatica do US no tratamento de um disturbio musculoesquelético em
camundongos.

O presente estudo, embasado em relatos da literatura, demonstrou que o US
aplicado diariamente por 21 dias promoveu antinocicep¢ao em animais com OA. A dor
induzida pela OA é complexa, originando-se da coexisténcia de varios eventos que
ocorrem nas articulagcdes acometidas. Notoriamente, sabe-se que varios mediadores
pré-inflamatérios séo liberados na articulacdo durante o processo da OA, e esses
mediadores ndo sé estimulam e sensibilizam os nociceptores na articulagdo, mas
também ativam uma série de enzimas cataliticas que destroem a cartilagem articular
e perpetuam a patologia (LEONG et al., 2013). A literatura tem demonstrado que o
tratamento com US tem a capacidade de modificar os sintomas na OA, dentre eles a
dor e a funcionalidade. Heng e colaboradores (2016) e Chen e colaboradores (2015)
demonstraram reducéo dos niveis de citocinas pro-inflamatoérias, como IL-6 e TNF-q,
tanto a nivel central como periférico.

O tratamento com US também reduz a expressédo de enzimas proteoliticas,
especialmente metaloproteinases de matriz (MMP) do tipo 3 e 13 e de
metaloproteinases com dominios de desintegrina e trombospondina (ADAMTS)
(LEONG et al., 2013). As ADAMTS séo uma familia de agrecanases que degradam
agrecana da cartilagem articular e a sua presenca € um indicativo de degradacéo da
cartilagem na OA (VERMA; DALAL, 2011). Além disso, Chung; Min e Baik (2016)

indicaram que o tratamento com US de baixa intensidade também promove uma
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modificacdo no perfil de ativacdo de macréfagos e neutrofilos durante a sinovite
induzida por CFA, facilitando o clearance de neutrofilos e neutrofilos apoptoéticos por
parte de macréfagos fagocititcos. Neutrofilos sdo importantes pegas na resposta
imune, e seu acumulo pode promover estados inflamatorios inapropriados.
Considerando o descrito, sugere-se que a antinocicepc¢do promovida pelo tratamento
diario com US possa, em partes, ser atribuida as suas propriedades modulatérias
sobre a inflamagéo.

E interessante notar que os achados do nosso estudo mostraram efeitos
antinociceptivos do tratamento diario com US apenas do 14° ao 21°. Porém, um unico
tratamento com US no 14° dia também promoveu antinocicep¢cdo com duracdo de
uma hora. Possivelmente, diferentes mecanismos estdao relacionados na
antinocicepgéo induzida pelo US nesses dois casos. Como discutido acima, os efeitos
em longo prazo podem ser explicados pelo controle inflamatorio exercido pelo US. Os
mecanismos de antinocicep¢do imediata, entretanto, ndo séo tdo elucidados.
Acredita-se que o US consiga, devido as suas propriedades mecéanicas e térmicas,
alterar a excitabilidade e a capacidade de transmisséo de potencias em neurdnios
(TSUI; WANG; HUANG, 2005). O US também é capaz de promover um efeito
denominado sonoporacgdo, cujas caracteristicas dinamicas permitem a formacao e
fechamento de poros na membrana plasméatica, podendo alterar o potencial de
membrana celular (PAN et al.,, 2005). Portanto, tais mecanismos podem estar
envolvidos com a antinocicep¢ao imediata induzida pelo tratamento com US.

Considerando que o US pode atuar sobre os sintomas da OA, principalmente
na dor e inflamacéo, ainda ndo esta claro se o US pode ser considerado um recurso
modificador da patologia. Embora apresente efeitos anabdlicos e condroprotetores
(LEONG et al., 2013; NAITO et al.,, 2010), o US pode retardar, mas ndo parar a
progressdo. As imagens histologicas do presente estudo mostram que, apés 21 dias
de tratamento com US, lesbes superficiais na cartilagem articular foram identificadas
nos animais tratados. Essas lesdes assemelham-se as observadas nos animais que
receberam MIA i.a. apenas. Naito e colaboradores (2010) demonstraram que o US de
baixa intensidade atenuou a perda de cartilagem no 28° dia, em um modelo de OA
induzida pela lesdo cirargica do ligamento cruzado anterior (LCA) e resseccdo do
menisco em ratos. Embora o achado histolégico do presente estudo ndo esteja de
acordo com o descrito por Naito, cabe salientar que, além do fato de os parametros

utilizados em seu estudo terem sido diferentes, o0 modelo de inducéo da OA foi de
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origem mecanica, e ndo quimica como no nosso estudo, o que também pode exercer
influéncia sobre a forma como a patologia progride.

O outro recurso fisioterapéutico investigado neste estudo foi o0 LASER, uma
forma de fotobiomodulacdo. Os nossos achados apontam que o LASER teve um efeito
antinociceptivo substancial na nocicep¢do induzida pela OA, quando aplicado
diariamente por 21 dias, e com antinocicepcdo que dura por volta de uma hora apés
uma Unica aplicagdo, similar ao visto no US.

Os estudos com LASER objetivando especificamente o controle da nocicepgao
em modelos animais de OA sao especialmente mais escassos. O estudo de Micheli e
colaboradores (2017) investigou o efeito do LASER na nocicep¢do em um modelo de
OA induzida por MIA, artrite induzida por CFA e na dor neuropatica induzida por CClI,
todos eles em ratos. A unidade de laser foi composta de dois diodos sincronizados,
emitindo radiacdo proxima do infravermelho nos comprimentos de onda de 808 nm e
905 nm. Os parametros utilizados foram: feixe pulsado com frequéncia de 30 Hz, com
poténcia média de 125 mW, entregando 0,32 J/cm? por ponto durante 8 segundos. Foi
feita a aplicacdo em dois pontos, sendo um na medial a patela e outro lateral a patela,
assim como realizado no presente estudo. O tratamento foi aplicado durante 13 dias
e iniciou-se no 14° dia apés a inducdo da nocicepc¢éao, diferentemente do presente
estudo, que iniciou o tratamento no dia imediatamente apds a inducdo do modelo de
OA. No modelo de OA induzida por MIA, Micheli observou uma reversdo da
nocicepcao avaliada por um analgesimetro de pressao durante todo o periodo de
tratamento, assim como nos modelos de artrite induzida por CFA e dor neuropética
induzida por CCI (MICHELI et al., 2017). O presente estudo encontrou atenuacéo da
nocicep¢ao na maior parte dos tempos de avaliagédo, notadamente nos dias 3, 10 e 14
apos a inducéo de OA, achado similar ao do estudo de Micheli. Embora Micheli tenha
verificado antinocicepcdo em todos os tempos avaliados durante os 13 dias, o
presente estudo encontrou uma forte tendéncia antinociceptiva do tratamento com o
LASER, mesmo nos dias em que o resultado ndo foi estatisticamente significativo em
relacdo aos animais nao tratados. Essa diferenca no perfil antinociceptivo entre 0s
resultados pode ser atribuida a caracteristica pulsada do feixe e a menor densidade
de energia empregado por Micheli.

Os efeitos antinociceptivos resultantes do tratamento diario com LASER
encontrados no presente estudo podem ser derivados do controle da inflamacéao local.

De uma forma geral, a literatura demonstra que a fotobiomodula¢do (FBM) reduz o
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namero de células inflamatérias e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias em uma
série de patologias, incluindo OA e a artrite reumatoide (COTLER et al., 2015). Um
estudo por Kim e Kim (2013), avaliando os efeitos do LASER de 850 nm e densidade
de energia de 3,6 J/cm? na OA induzida por MIA em ratos, relatou que os animais
tratados tiveram menores niveis séricos de IL-1p3, IL-6 e TNF-a. Assis e colaboradores
(2016) demonstraram que o tratamento com LASER 803 nm promoveu efeitos
condroprotetores na cartilagem de animais com OA induzida por lesdo do LCA,
atenuando a diminuicdo da espessura da cartilagem causada pela progressao da
doenca, e reduzindo os niveis de IL-1B3, caspase-3 e MMP-13 na cartilagem articular
(ASSIS et al., 2016). A caspase-3 € descrita como um importante mediador de
apoptose (PORTER; JANICKE, 1999). Sendo assim, o LASER pode prevenir a morte
de condrécitos, a degradacdo da matriz cartilaginosa por enzimas cataliticas e reduzir
a liberacdo de medidores inflamatdrios na regido. Guo e colaboradores (2011),
também em um modelo de OA induzido por lesédo do LCA, observou efeitos benéficos
da FBM com LASER de 810 nm, quando os animais foram tratados por 10 dias, 6
semanas apos a inducao da OA. Os niveis de caspase-3 e caspase-8 nos condricitos
da cartilagem dos animais tratados foram reduzidos, apesar de 0s niveis séricos de
TNF-a nao terem sido modificados. Com resultados similares, Wang e colaboradores
(2014) encontraram menor nocicepcao tardia em coelhos com OA induzida pela leséo
do LCA, tratados com LASER continuo de 830 nm. Além disso, os autores observaram
um aumento na expressao de fatores anabdlicos e reducdo de fatores catabdlicos e
mediadores pré-inflamatdrios na cartilagem articular associados ao tratamento com
LASER, o que resultou em maior preservacdo da cartilagem em relacdo aos animais
nao tratados. Pallota e colaboradores (2012) verificaram que o tratamento com LASER
de 810 nm, com densidade de energia de 50 a 500 J/cm?, promove reducdo na
contagem total de leucdcitos na regido articular e reducao nos niveis de mediadores
pro-inflamatorios, dentre eles IL-1, IL-6, PGE2 e mieloperoxidase (uma enzima que
catalisa a reacao de formacao de espécies reativas na resposta inflamatoria), 3 e 6
horas depois do tratamento.

A FBM pode regular varios processos bioldgicos, dentre eles a inflamacéo. Por
exemplo, o LASER pode limitar a ativagdo de um fator de transcricao importante na
liberacdo de mediadores inflamatorios: o NF-kB (FREITAS; HAMBLIN, 2016). Assim,
a producdo e liberacdo de citocinas, quimiocinas, prostaglandinas e outros

mediadores resultantes da ativagdo do NF-kB pode ser reduzida pelo tratamento com
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LASER, exercendo dessa forma efeitos modulatorios sobre a inflamacédo. Portanto,
considerando as evidéncias acima expostas, propfe-se que a modulacdo da
inflamacdo seja um dos mecanismos pelo qual o tratamento diario com LASER
promove antinocicepcao na OA seja.

Outro achado interessante do estudo de Micheli e colaboradores (2017) foi que
o efeito antinociceptivo do tratamento com o LASER foi maior 30 minutos apés o
tratamento. No nosso estudo, o tratamento com LASER promoveu antinocicep¢ao que
durou 60 minutos. O efeito antinociceptivo prolongado do tratamento com o LASER
observado no presente estudo pode ser justificado pela densidade de energia
consideravelmente maior oferecida aos animais, em relacdo ao relatado por Micheli.

Coradini e colaboradores (2015) também demonstraram a duracdo do efeito
antinociceptivo do tratamento com LASER de 830 nm, com densidade de 8 J/cm?, na
nocicepcao induzida pela injecéo i.a. de formalina 5%. Foi observado que o pico do
efeito antinociceptivo do LASER foi aos 30 minutos ap0s a aplica¢do, no entanto os
autores nao reportaram a avaliacdo de mais tempos apés 30 minutos de tratamento.
No nosso estudo, a duragdo do efeito foi de 60 minutos, retornando a nocicepgéo na
terceira hora. Os achados do presente estudo apontam uma maior duracdo no efeito
antinociceptivo do LASER em relacdo ao estudo citado. Apesar de Coradini e
colaboradores (2015) terem utilizado os mesmos parametros, foi realizada a aplicacéo
do LASER em apenas um ponto, resultando em uma menor dose total em comparacao
com o presente estudo. Outro fator determinante € o diferente modelo utilizado, que
representa um modelo de nocicepcdo mais aguda, enquanto 0 nosso envolve
nocicepc¢ao cronica.

A literatura relata que os efeitos analgésicos imediatos da FBM tem duracéo de
alguns minutos, podendo ser justificado pelo bloqueio neuronal advindo da alteracéo
no metabolismo dos neurbnios nociceptivos, que resulta da alteracdo no potencial da
membrana mitocondrial e reducdo inicial de producéo de ATP (COTLER et al., 2015).
Dessa forma, mecanismos intracelulares associados com a dor sdo interrompidos ou
atrasados (CHOW; DAVID; ARMATI, 2007), podendo influenciar na transmissao de
impulsos nociceptivos. Em curto e médio prazo, esse bloqueio neuronal de
nociceptores resulta em menor ativacdo de neurbnios de proje¢cdo nociceptivos,
modulando assim a liberacdo de neurotransmissores excitatorios e,
consequentemente, atividade na via nociceptiva (COTLER et al., 2015). CHOW e

colaboradores (2011), em uma extensa revisao da literatura sobre os efeitos inibitorios
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da FBM em nervos periféricos, levantaram dados interessantes envolvendo relatos de
inibicdo temporaria da conducéo ou ativacao especifica de nociceptores em diversos
modelos animais de nocicepcao. Eles viram que a irradiagdo com LASER pode reduzir
tanto a amplitude como a velocidade de conducéo de potenciais de acdo. Além disso,
o LASER pode suprimir potenciais de acao evocados por estimulos nocivos e retardar
o fluxo axonal por perturbacdes dos microtubulos. Com isso, € possivel sugerir que o
efeito antinociceptivo reportado logo apds o tratamento com LASER no presente
estudo pode estar relacionado com a atuacdo do LASER diretamente sobre os
nociceptores periféricos.

Nenhum estudo avaliou histologicamente a progressao da OA induzida por MIA
em na articulacdo do joelho de roedores tratados com LASER. Wang e colaboradores
(2014), no entanto, reportaram que, por mais que o tratamento com LASER na OA
induzida por lesdo do LCA em coelhos tenha atenuado a nocicepcdo e melhorado o
equilibrio entre fatores anabdlicos e catabdlicos na cartilagem, a progressao da
patologia foi retardada, mas o dano cartilaginoso néo foi impedido. Memis; Candirli e
Kerimoglu (2018) avaliaram o efeito do tratamento com LASER de 940 nm, com
densidade de energia de 15 J/cm? na OA induzida por MIA da articulagdo
temporomandibular (ATM) de coelhos. Nos achados histolégicos, os autores
encontraram mais tecido sadio nas articulagdes tratadas em relacéo aos animais nao
tratados, porém essa diferenca nao foi estatisticamente significativa. Eles discutiram
que o LASER atua na inflamacéo pela producdo de mediadores anti-inflamatdérios,
porém o tempo necessario até que o LASER possa promover a liberacdo desses
mediadores pode ser incompativel com a taxa de destruicéo tecidual pela inflamacao
vigente. No presente estudo, indicios de fibrilacdo superficial da cartilagem articular
foram encontrados nos animais tratados com LASER 21 dias apdés a inducéo da OA,
em conformidade com os resultados de Memis.

A termografia € uma técnica ndo invasiva que permite avaliar a temperatura da
superficie da pele de forma rapida, econémica e que nao oferece qualquer risco ou
desconforto para o paciente (JAIRAM; MANISHA, 2016). Considerando que a
inflamacéo faz parte do processo patolégico da OA e o0 aumento na temperatura € um
dos sinais classicos da inflamacéo, articulacdes relativamente superficiais, como as
da méao e do joelho, podem ser avaliadas por meio da temperatura da superficie da
pele no local. Varju e colaboradores (2004), correlacionando a temperatura obtida por

termografia e achados radiolégicos de pacientes com OA das articulacbes
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metacarpofalangicas, interfalangicas proximais e distais, verificou que existe uma
relacdo inversamente proporcional: temperaturas mais altas foram encontradas nas
articulacbes que apresentaram achados radioldgicos compativeis com OA inicial,
enquanto achados radiolégicos de OA mais severa foram relacionados com menor
temperatura articular. Por outro lado, Denoble e colaboradores (2010) viram que, ao
avaliar a relacdo entre a temperatura superficial na regido da patela e a severidade da
OA de joelho em achados radiologicos, existe uma relacdo entre maiores
temperaturas e maior severidade da OA de joelho.

Em um modelo animal de artrite induzida pela injecdo i.a. de CFA no tornozelo,
Brenner (2006) investigou a temperatura articular em um periodo de 6 horas até 7 dias
em 3 diferentes linhagens de ratos, e comparou os dados de temperatura articular
com outros parametros clinicos, incluindo diametro articular e o escore de severidade
da artrite. Foram observados o aumento da temperatura articular e o grau de
severidade da artrite, principalmente no periodo inicial, e esse aumento temperatura
na artrite mostrou uma correlagdo com o aumento do grau de severidade da doenca
e do diametro articular dos animais. Os nossos resultados mostraram que houve um
aumento significativo da temperatura articular no 11° e 21° dia nos animais que
receberam MIA i.a, em relacdo aos valores basais. Embora os animais do grupo MIA
tenham apresentado uma temperatura mais baixa na medida basal, sendo
significativamente mais baixa que os demais grupos, houve também um aumento
significativo da temperatura do 21° dia em relacdo 11° dia nesse grupo, 0 que nao
ocorreu nos demais grupos. Isso pode indicar que, com a progressao da patologia, ha
0 aumento da temperatura articular. No grupo controle e nos grupos tratados com US
e LASER, ndo houve esse aumento, indicando que o tratamento pode ter impedido ou
retardado o incremento da temperatura articular. Como ja mencionado anteriormente,
os efeitos anti-inflamatérios tanto do US como do LASER estdo bem descritos, e
embora ambos possam ter efeitos térmicos durante e brevemente apds a aplicacao,
dependendo dos parametros utilizados, acredita-se que em longo prazo esses
recursos atuam controlando a inflamacdo e, consequentemente, retardando o
aumento da temperatura articular.

O edema é um sinal clinico que também pode ser relatado por pacientes com
OA. Como um dos pilares da inflamagédo, o edema resulta do extravasamento de
liguido dos vasos para o intersticio, juntamente com o recrutamento de células

inflamatorias para o local lesado. Estudos prévios mostraram que ratos injetados com
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MIA por via i.a. apresentaram edema ou aumento do diametro articular. Por exemplo,
Jimbo e colaboradores (2017), utilizando um paquimetro digital, reportaram que a
injecdo i.a. de 1,0 mg de MIA provocou um aumento do diametro anteroposterior e
mediolateral do joelho de ratos do 7° ao 28° dia apds a injecdo. Similarmente, (Al-
Saffar e colaboradores (2009), com uma dose ainda maior de 3,0 mg de MIA,
demonstrou edema e maiores diametros articulares comparados aos animais controle
especialmente entre os dias 7 e 10 ap0s a injecao. O presente estudo ndo observou
variacdes no diametro articular entre os grupos em nenhum dos tempos avaliados, ou
ainda nenhuma diferenca nos mesmos grupos em diferentes tempos de avaliacao,
discordando dos resultados apresentados acima. O principal fator que pode ter
influenciado tal achado € a dose de MIA utilizada. Nota-se que as doses utilizadas por
Jimbo e Al-Saffar foram, respectivamente, 10 e 30 vezes maiores que a utilizada pelo
nosso estudo, mesmo considerando que os estudos desses autores foram conduzidos
em ratos. Estagios iniciais da OA normalmente apresentam edema restrito a
cartilagem articular, fibrilacdo, perda focal de porcdes superficiais da cartilagem e
presenca de fissuras verticais na cartilagem. Nas fases iniciais, o sintoma mais
relatado € a dor. (FAVERO et al., 2015). O nosso estudo identificou histologicamente
lesbes na cartilagem condizentes com estagios iniciais da OA, acompanhadas de
nocicepcao, porém ndo encontrou edema. Sendo assim, a dose de MIA utilizada no
presente estudo pode ser utilizada para estudar estagios iniciais da patologia da OA,
oferecendo a oportunidade de abordar a doenca em um estagio mais precoce de
desenvolvimento.

Relatos apontam o efeito do LASER na melhora da microcirculacdo local,
resultando em melhor oxigenacao tecidual e reducédo do edema (FUKUDA et al., 2011,
HEGEDUS et al., 2009). O US também tem sido mencionado no controle do edema
(JOHNS, 2002; RUTJES et al., 2010). Todavia, no presente estudo 0s recursos nao
influenciaram o didametro articular. Levando em conta que o modelo de OA inicial
utilizado no presente estudo ndo causou edema, a capacidade de reduzir edema dos
recursos fisioterapéuticos utilizados tornou-se irrelevante, e, portanto, ndo houve
diferenca entre os grupos tratados e né&o tratados.

Em articulagcbes que sustentam a massa corporal, o joelho € a articulagdo mais
afetada pela OA, e isso esta intimamente relacionado com as atividades
desempenhadas pelo individuo no dia a dia (FAVRE; JOLLES, 2016). Com a

progressdo da OA, alteracdes de parametros espaciais e temporais na marcha
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secundarias a patologia tendem a surgir, como por exemplo a reducéo na velocidade
da marcha e alteracbes no angulo de torcéo e flexdo do joelho (FAVRE; JOLLES,
2016). Atualmente, em estudos envolvendo humanos, a marcha pode ser analisada
quanto a descricdo cinematica e estimativa de parametros cinéticos por meio de
sistemas laboratoriais envolvendo a captura dos movimentos (MUNDERMANN;
DYRBY; ANDRIACCHI, 2005). Dessa forma, o presente estudo tentou investigar se a
OA induzida por MIA promoveu alteragdes na marcha dos animais avaliados, e se o
tratamento com US ou LASER teve alguma influéncia nos parametros avaliados.

Avaliando a marcha dos camundongos, observou-se que 0S animais que
receberam MIA i.a. apresentaram menor angulo articular do joelho durante a fase de
apoio médio. Foi visto também um aumento do angulo articular no 21° dia apos a
inducdo da OA apenas no grupo tratado com US, em relacdo aos animais MIA.
Boettger e colaboradores (2011) avaliaram a marcha de ratos com artrite induzida por
antigenos por meio de um sistema videografico com raio X, durante 21 dias. Os
autores notaram que, nos primeiros 7 dias de avaliagdo, o joelho acometido
apresentou amplitude de movimento (ADM) drasticamente menor que o joelho
contralateral, o qual teve a amplitude de movimento aumentada de forma
compensatoria. Eles também verificaram que o efeito antinociceptivo do tratamento
com morfina e dexametasona reverteu a alteracdo de ADM do joelho afetado para
valores proximos do basal. Em camundongos, Makii e colaboradores (2018)
demonstraram que os angulos articulares do joelho e tornozelo foram reduzidos nos
animais com OA induzida por ressec¢ao de menisco, em relacdo aos animais controle.
Outro achado foi que a administracdo oral de celecoxibe, um anti-inflamatério néo
esteroidal inibidor seletivo da COX-2, melhorou a ADM desses animais. Os autores
acreditam que o efeito antinociceptivo da droga pode ter influenciado a ADM do joelho
afetado.

No nosso estudo, observou-se que o tratamento com US possibilitou maiores
angulos articulares durante a fase de apoio médio no 21° dia. Considerando que
antinocicepcao causada pelo US foi maior no 21° dia, quando foi feita a captura da
marcha dos animais, possivelmente a influéncia desse recurso na marcha foi devido
a esse efeito antinociceptivo. Os animais tratados com LASER apresentaram menor
nocicepcdo ao longo do periodo de avaliacdo, porém, curiosamente, nao
apresentaram reversao da nocicep¢cao no dia 21 e, por essa razdo, o LASER pode

nao ter exercido influéncia na marcha dos animais. Dessa forma, é possivel que o
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efeito antinociceptivo tardio do US tenha sido responsavel pelo resultado clinico
aparente melhor na avaliacdo do angulo articular do joelho durante a marcha, em
relacdo ao LASER.

O nosso estudo também avaliou a area plantar do membro afetado pela OA,
uma vez que a impressao da area da pata de roedores pode ser afetada por disturbios
musculoesqueléticos (JACOBS; KLOEFKORN; ALLEN, 2009). Observamos que nao
houve alteracdo da area de contato da pata com a superficie durante a fase de apoio
médio do membro afetado pela OA, e ndo houve diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos, apesar de uma tendéncia a menor area plantar do grupo
MIA. Esses resultados discordam dos achados de Zahoor e olaboradores (2018), por
exemplo, que observaram menor area plantar dos animais com OA induzida por
fratura do platd tibial medial. Foram também relatadas maiores areas plantares nos
animais com OA tratados com US pulsado por 20 minutos, com intensidade de 30
mW/cm?., seja com tratamento precoce (nas duas semanas apos a inducéo) ou tardio
(na terceira e quarta semana apés a inducdo). Algumas diferencas do estudo de
Zahoor em relacdo ao nosso chamam a atencéo, e podem explicar a discordancia
entre os resultados. Primeiro, 0 modelo de inducédo da OA é diferente. Segundo, os
parametros do US utilizados podem levar a resultados clinicos distintos. E, por ultimo,
a marcha dos animais foi capturada utilizando o sistema de andlise de marcha
CatWalk, um sistema automatizado baseado em luz infravermelha para mensurar a
area plantar, oferecendo maior exatidao nas andlises. Entretanto, cabe ressaltar que
o presente estudo utilizou um sistema de captura de video de baixo custo, que pode
nao ter sido sensivel o bastante para detectar alteracdes na marcha dos animais.

Similarmente, Yip e colaboradores (2016) reportaram que ratas com OA
induzida pela lesdo do LCA apresentaram menor area plantar do membro afetado
durante a marcha, em discordancia com os achados do presente estudo. No estudo
de Yip, os animais foram tratados com LASER de 830 nm e poténcia maxima de 50
mW (a densidade de energia nao foi especificada pelos autores). Os animais tratados
demonstraram uma tendéncia de aumento da area plantar do membro afetado, e
menor tempo de balanco, que representa maior tempo de apoio do membro afetado,
porém, quando comparados com 0s animais néo tratados, ndo diferenca estatistica.
Os nossos resultados corroboram com os achados de Yip, uma vez que 0S grupos
tratados apresentam area plantar ligeiramente maior que o grupo MIA, porém sem

significancia.
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Embora os dados do presente trabalho tenham mostrado uma tendéncia a
menores valores de angulo articular do joelho no grupo MIA, ndo foi observada
diferenca estatisticamente significativa em relagdo aos outros grupos, com excecao
do grupo MIA/US, que apresentou um aumento significativo em relagéo ao grupo MIA.
Os dados referentes a area plantar durante a marcha também nao revelaram diferenca
entre 0s grupos, mesmo com uma tendéncia a diminuicdo da area da pata nos animais
do grupo MIA em relacdo aos demais grupos. De uma forma geral, apesar de ter sido
identificada nocicepgdo no nosso modelo, ela pode néo ter sido intensa o bastante
para provocar alteracdes significativamente impactantes na marcha. Considerando
gue nosso modelo se trata de um modelo de OA precoce, em que a degeneragao
articular ainda ndo se encontra em estagio avancado, talvez por esse motivo os
animais ndo tenham manifestado alteragdes na marcha de forma téo evidente. Sendo
assim, os nossos achados mostraram que o modelo de OA inicial utilizado nao alterou
de forma significativa a marcha dos animais, e por tal motivo o tratamento com US e
LASER nao gerou resultados claros, apesar de uma aparente influéncia do US no
angulo articular do joelho.

Como ja foi mencionado anteriormente, o0 modelo nociceptivo de OA induzida
por MIA provocou nocicep¢ao nos animais avaliados do 3° ao 21° dia na avaliagdo do
limiar nociceptivo mecéanico pelo teste de von Frey. Devido a inidmeros relatos na
literatura reconhecendo a contribuicdo das células da glia na nocicepc¢éao induzida pela
OA e em outros modelos de dor (ADAES et al., 2017; IM et al., 2016; OGBONNA et
al., 2013; SAGAR et al., 2011; WATKINS; MILLIGAN; MAIER, 2001), decidiu-se
portanto avaliar se a nocicep¢ao apresentada pelos animais tinha participacdo das
células da glia espinais.

A micréglia tem ganhado evidéncia na investigacdo para elucidar os
mecanismos associados com a dor cronica. As células microgliais sédo células imunes
residentes do SNC. Na medula espinal, as células da glia se tornam ativadas quando
estimulos nociceptivos intensos chegam na medula espinal (TSUDA, 2017). A
microglia estabelece uma relacdo de crosstalk com os neurbnios e astrocitos no
CDME, em que estimulos vindos dos neurbénios podem ativar a micrdglia, que por sua
vez libera mediadores que vao estimular e sensibilizar de volta os neurbnios
(MILLIGAN; WATKINS, 2009). Na medula espinal, acredita-se que a microglia seja
ativada primeiro em relacdo aos astrocitos, normalmente participando da génese da

dor patoldgica e cronica, mas ndo da manutencdo (RAGHAVENDRA; TANGA,
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DELEO, 2003; SAGAR et al., 2011). Sendo assim, a microglia desempenha um papel
importante na dor, e por isso a sua participacao foi pesquisada no presente estudo.
Os nossos achados demonstraram que a injecdo de minociclina por via
intratecal foi capaz de reverter temporariamente a nocicepg¢éao induzida pela OA, de
acordo com a duracéo do seu efeito, indicando que a microglia parece estar envolvida
com a nocicepcao induzida pela OA no nosso modelo. A minociclina € um antibiotico
bacteriostatico da familia das tetraciclinas, porém recentemente uma vasta gama de
efeitos biolégicos advindos do seu uso tem sido identificada. Por ter uma alta
solubilidade lipidica, a minociclina atravessa facilmente a barreira hematoencefalica,
e com isso pode exercer efeitos neuroprotetores em diversas patologias do SNC por
meio da inibicdo microglial (GARRIDO-MESA; ZARZUELO; GALVEZ, 2013). Os
nossos achados corroboram com dados encontrados na literatura. Sagar e
colaboradores (2011) também observaram reducdo no comportamento nociceptivo de
ratos com OA induzida por MIA tratados com minociclina, porém o0s autores nao
deixaram clara a via de administracdo da droga. Além disso, Sagar verificou que a
diminuicdo no comportamento nociceptivo dos animais esteve relacionada com a
reducado da expressdo do marcador microglial Ibal no CDME, que estava aumentada
previamente ao tratamento. Raghavendra (2003), em um modelo de dor neuropatica
causada pela transeccdo dos nervos espinais de L4 e L5, demonstrou que a pré-
administracdo associada a injecao diaria de minociclina atenuou a alodinia mecanica
durante os 10 dias de avaliacdo e reduziu a expressdo do RNA mensageiro
responsavel pela sintese de citocinas pro-inflamatérias na medula espinal dos
animais. Todavia, a minociclina nesse estudo foi administrada por via intraperitoneal
(RAGHAVENDRA, 2003). Cabe salientar que os estudos mencionados utilizaram
doses bem mais elevadas do que as utilizadas no presente estudo. No nosso estudo,
a minociclina foi injetada em baixas doses de 30 e 60 ng diretamente no espaco
subaracnoideo e, pela proximidade das células alvo que a injecao intratecal
proporciona, uma dose relativamente baixa pode exercer seus efeitos sem que efeitos
colaterais acontecam. Nos estudos supracitados, doses mais elevadas de 5,7 mg e
7,5 mg foram utilizadas, porém, a administracéo foi intraperitoneal. Portanto, o efeito
€ sistémico, tornando necessaria uma maior dose para que as células alvo sejam
efetivamente atingidas. Sendo assim, os achados do presente estudo indicam que as
células microgliais participam na nocicepcao induzida pela OA, uma vez que sua

inibicdo resultou em antinocicepgao.
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Os astrécitos compdem o tipo de célula da glia mais abundante do SNC.
Embora no passado os astrécitos tenham sido considerados apenas células de
suporte para a funcdo dos neurdnios, sabe-se hoje em dia que as funcdes dos
astrocitos vao muito além disso. Entre as fungfes dos astrocitos estdo a manutencao
da homeostase hidrica e de ions, manutencédo da barreira hematoencefalica e das
sinapses (JAKEL; DIMOU, 2017). Porém, devido a sua proximidade as sinapses entre
neurdnios, os astrécitos podem participar de forma ativa nessas sinapses, uma vez
que expressa também receptores para neurotransmissores liberados pelos neurénios
(WATKINS; MILLIGAN; MAIER, 2001). Por esse motivo, 0s astrocitos também
participam desse crosstalk entre neurdnios e células da glia, podendo amplificar as
respostas nociceptivas dos neurbnios. Evidéncias na literatura relatam que os
astrécitos tornam-se ativos com estimulos nociceptivos vindos da periferia, mas eles
sao implicados com maior frequéncia na potencializacdo e manutencéo da dor cronica
(GAO et al., 2010; SAGAR et al., 2011). Considerando que os astrocitos podem
contribuir para a dor, foi investigado também no nosso estudo a sua participacdo na
nocicepc¢ao induzida pela OA.

Similarmente, no presente estudo a administracdo de fluorocitrato por via i.t.
também promoveu antinocicepc¢ao da terceira a quinta hora apos a sua aplicacéo,
sugerindo a participacdo dos astrécitos na OA induzida por MIA. O fluorocitrato € uma
droga que interrompe o ciclo de Krebs pela inibicdo da enzima aconitase, perturbando
assim o metabolismo celular. No SNC, essa droga tem bastante afinidade pelas
células gliais e, por esse motivo, tem sido utilizada para estudar a funcdo dessas
células por meio da sua inibicdo (SWANSON; GRAHAM, 1994). Os nossos achados
estéo de acordo com os resultados reportados por Adées e colaboradores (2017), que
administraram uma dose de 0,1 nM de fluorocitrato por via i.t. e observaram uma
reducdo da nocicepc¢do induzida por movimento da primeira a quarta hora apés a
aplicacdo, em um modelo de OA induzida pela injecéo i.a. de colagenase em ratos.
Os autores ainda relataram que a OA induzida pela colagenase aumentou a
expressdo da proteina acidica fibrilar glial (GFAP), um marcador especifico de
ativacdo de astrocitos, nos GRDs, mas ndo no CDME. A OA também aumentou a
expressdo de Ibal no CDME, indicando aumento na ativagdo de de micrdglia na
medula espinal. Curiosamente, 0s autores ndo investigaram diretamente se a injecao
i.t. de fluorocitrato influenciou a ativacao de astrocitos e microglia pela expresséao de

GFAP e Ibal, respectivamente, mas eles discutem que o efeito antinociceptivo do
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fluorocitrato ocorreu provavelmente devido a inibicdo das células gliais. Meller e
colaboradores (1994) mostraram que a injecao i.t. de fluorocitrato atenua de forma
dose-dependente a hiperalgesia térmica e mecanica em ratos submetidos a um
modelo nociceptivo induzido pela injecdo intraplantar de Zymosan. OS nossos
achados corroboram com os resultados apresentados por Meller, uma vez que a
nossa maior dose resultou em uma reversdo completa da nocicepgao, enquanto a
menor dose resultou em uma reversdo parcial. Dessa forma, sugere-se que 0s
astrocitos espinais tenham contribuido para a nocicepc¢ao induzida pela OA em nosso
modelo.

A participacao das células da glia na nocicepc¢éo induzida pela OA é relevante
por uma série de motivos. As células da glia espinais, quando ativadas, produzem um
microambiente no SNC que induz a sensibilizacdo de neurbnios de segunda ordem
nociceptivos devido a liberacao de fatores inflamatérios, como citocinas, quimiocinas
neuropeptidios, fatores de crescimento, prostaglandinas, entre outros mediadores
(MILLIGAN; WATKINS, 2009). Por tal motivo, as células da glia podem ser importantes
alvos terapéuticos no controle da dor ndo somente na OA, mas em VAarios outros
quadros de dor patoldgica. Embora estratégias farmacoldgicas para atuar nas células
da glia sejam bastante estudadas, poucos séo os estudos voltados para terapias ndo
farmacoldgicas. Os recursos fisioterapéuticos, incluindo o US e o LASER, também
apresentam potencial para modular a atividade das células da glia, segundo estudos.
Por exemplo, Hung e colaboradores (2016) viram que o tratamento com US reduziu a
ativacdo de células microgliais no CDME em um modelo de dor neuropatica. A
reducdo da ativacdo microglial pelo tratamento com o US nesse estudo foi
acompanhada por um aumento de IL-10 e reducao de IL-6, 0 que pode ter contribuido
para o efeito anitnociceptivo relatado pelos autores. Outro exemplo foi o estudo de
Kobiela Ketz e colaboradores (2017), que investigou o efeito da FBM com um LASER
de 980 nm na expressdo de microglia ativada no CDME e nucleo gréacil do bulbo em
um modelo de dor neuropatica. Apesar de nao ter sido notada uma reducdo da
expressao de Ibal na medula espinal com o tratamento por LASER em relagcédo aos
animais ndo tratados, no nucleo gréacil essa redugdo foi observada. Apesar dos
resultados divergentes, a microglia aparenta sofrer influéncia do tratamento com US
e LASER, porém mais estudos Sao necessarios.

Estudos envolvendo o efeito do US e do LASER na ativacdo de astrocitos

seriam inexistentes, se nao fosse pelo estudo de Deguchi, Kim e Kamioka (2017). Eles
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estudaram o efeito da FBM com LASER pulsado de CO? (os parametros ndo foram
detalhados pelos autores) em um modelo experimental de dor tardia associada ao
movimento do dente em ratos. Foi verificado que a nocicepgdo aumentou a expressao
dos marcadores de atividade de astrocitos e microglia, respectivamente GFAP e CD-
11b, nos nucleos do tronco encefalico, indicando maior ativacado dessas células. No
entanto, o tratamento com LASER provocou uma tendéncia a reducéo da ativacao
das células da glia em relacdo aos animais néo tratados, porem a diferenca nao foi
estatisticamente significativa, apesar de ter promovido efeitos antinociceptivos e
reduzido a expressao de c-Fos, um marcador de atividade de neurdnios nociceptivos.
Devido a insuficiéncia de estudos a esse respeito, precisa-se de mais estudos para
afirmar a capacidade dos recursos fisioterapéuticos de afetar a atividade dos
astroécitos.

A literatura ainda ndo apresenta dados concretos sobre o efeito do US e do
LASER na atividade das células da glia especificamente na OA. Portanto, estudos séao
necessarios para sanar essa caréncia, uma vez que o potencial de modular a atividade
das células da glia por parte dos recursos fisioterapéuticos existe e ja esta sendo

explorado.
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7 CONCLUSAO

De acordo com os achados do presente estudo, conclui-se que o tratamento
diario com US e LASER foi eficaz em reduzir a nocicepcao induzida pela OA. Além
disso, o0 modelo de OA utilizado no nosso estudo assemelha-se a um estagio inicial
da patologia, e dessa forma nao ocasionou alteragdes da marcha dos animais, nem
da temperatura e do diametro da articulagcdo afetada. Acreditamos que, por esse
motivo, 0s recursos fisioterapéuticos ndo tenham influenciado tais parametros
avaliados. Por fim, sugerimos também que a microglia e os astrocitos espinais estejam

envolvidos na nocicepc¢éao induzida pelo modelo de OA utilizado neste estudo.
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