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RESUMO

A osteoartrite € uma enfermidade muito frequente em seres humanos e
animais, sendo que diversas condutas terapéuticas sao atualmente preconizadas,
como o amplo de AINE. Recentemente surgiram solugbes neuroliticas com
recomendacgao de uso intra-articular, no mercado veterinario. Entretanto tal conduta
e seus efeitos na cartilagem articular, nao foram ainda estudados e demonstrados. O
objetivo deste estudo é verificar os possiveis efeitos deletérios de duas solugdes
neuroliticas na evolugdo da osteoartrite em ratos. Foram utilizados 45 ratos
wistar,queapos a transecc¢éo do ligamento cruzado cranial, foram divididos em trés
grupos: o grupo controle recebeu 0,1 mL de solucao fisiolégica, os demais cloretos
de amoébnio 4% e fenol 5%, imediatamente apds sutura da capsula articular. Cinco
animais de cada grupo foram sacrificados nos momentos 7, 14 e 21 dias. A
avaliacdo da incapacidade articular foi obtida através da espessura articular,
claudicagdo e pelo indice de osteoartrite. Imagens termograficas do membro
operado e do contralateral foram obtidas nos dias 3, 7, 14 e 21 dias e radiografias
dos membros operados e contralaterais foram realizadas no momento da eutanasia.
A gravidade da lesdo histopatoldgica foi graduada apds coloragédo de Hematoxilina-
Eosina através do método OARSI para a avaliagdo microscopica da osteoartrite.
Resultados: Todos os animais apresentaram AO, onde o score variou de 1 a 3 pelo
sistema OARSI, entretanto ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre os
grupos em nenhum dos critérios analisados. Ndo houve interferéncia na evolugao
clinica e histopatolégica da osteoartrite, com o uso das solugdes de cloreto de
amoénia 4% e fenol a 5%.

Palavras-chave: Claudicacdo 1. Cloreto de aménio 2. Fenol 3. Intra-articular 4.
Solugéo fisiologica 5.



ABSTRACT

Osteoarthritis is a very common illness in humans and animals, and various
therapeutic approaches are currently recommended. Recently emerged neurolytic
solutions with recommendation of intraarticular use in the veterinary market However
such behavior and effects on articular cartilage have not yet been studied and
demonstrate. The objective of this study is to access the possible deleterious effects
of two neurolytic solutions in the evolution of osteoarthritis in rats.Material and
methods: We used 45 wistar rats that after transaction of the cruciate ligament were
divided into three groups: the control group received 0.1 ml of saline solution, the
other ammonium chloride 4% and 5% phenol, immediately after suturing the joint
capsule. Five animals from each group were sacrificed ate times seven, 14 and 21
days. The assessment of joint failure was achieved through the thickness articular
index for lameness and osteoarthritis. Thermographic images of the limb and
contralateral were obtained on days three, seven, 14 and 21 days and x-rays of the
operated and contralateral limbs were performed at the time of euthanasia. The
severity of histological injury was graded after staining with hematoxylin-eosin using
the OARSI method for microscopic evaluation of osteoarthritis. Results: All animals
showed OA, wherethe score ranged from1 to 3 by the OARSI system, however there
were no statistical differences between groups in any of criteria examined.
Conclusion: There was no interference in the clinical evolution and histological
osteoarthritis, with the use of solutions of ammonium chloride 4% and 5% phenol.

Keywords: Ammonium chloride 1. Intraarticular 2. Lameness 3. Phenol 4. Saline

solution 5.
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1 INTRODUGAO GERAL

A Osteoartrite (OA), também conhecida como osteoartrose, € considerada
uma doenga inflamatdria e de intensa atividade metabdlica (CASTRO, 2004). E a
enfermidade mais comum da populacdo senil, tanto em humanos quanto em
animais, podendo acarretar importantes limitagdes funcionais (SILVA-JUNIOR,
2007).

Nos humanos é mais frequente a partir da quarta década de idade e nos
caes torna-se mais evidente na idade proxima aos cinco anos, sobretudo em
animais de grande porte, representando 37% de todas as causas de claudicagao
(SILVA, 2007).

Considerando a abrangéncia e as implicacbes da osteoartrose no joelho,
compreende-se atualmente a importancia do diagnostico e tratamento em suas
fases iniciais, de maneira a minimizar as suas consequéncias (INNES et al., 2004).

Sabe-se ainda que um dos aspectos limitantes no estudo da OA em
humanos e animais € a inexisténcia de métodos objetivos e confiaveis para avaliar a
progressao da doenga em estudos clinicos. As dificuldades incluem a disponibilidade
de tecido para avaliagao histopatoloégica, em particular nas fases iniciais da doenca,
auséncia de marcadores bioldgicos e a ndo padronizagdo de um método definitivo
de imagem (SILVA, 2007).

Por ndo haver até o momento intervengcbes que sejam capazes de
interromper por completo a sua evolugao, sobressaem as opgdes que permitem a
reducao da sua progressao. Desta forma, inje¢des intrarticulares de antinflamatérios
e agentes neuroliticos poderiam ser utilizados com esta finalidade.

Esta dissertacado é formada por dois capitulos, formatados de acordo com a
revista a qual sera submetida a aceitacdo. O capitulo 1 é intitulado “Osteoartrite:
Uma breve revisdo” e esta formatado segundo as normas de submissédo da Revista
ArchivesofVeterinary Science da Universidade Federal do Parana (ANEXO 1).

O capitulo 2 ¢é intitulado “Uso de solugbes neuroliticas no tratamento da
osteoartrite experimental em ratos” e refere-se ao experimento que buscou
demostrar os efeitos da utilizacdo de solugdes neuroliticas de uso intra-articular apés
indugdo de Osteoartrite em ratos, também formatado as normas da Archives of

Veterinary Science.
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2 OSTEOARTRITE: UMA REVISAO

(Osteoarthritis: a review)

RESUMO

A osteoartrite € uma doenca de alta prevaléncia em animais idosos de
qualquer espécie. Tem evolugdo lenta, cujos eventos desencadeantes de sua
patogenia sdo ainda pouco esclarecidos. Do ponto de vista clinico, a osteoartrite
caracteriza-se por dor na articulagédo, limitacdo do movimento, efusdo e graus
variados de inflamacdo local. Sua patogenia caracteriza-se pela queda na
concentragao dos proteoglicanos na cartilagem, alteragdes no tamanho e agregacao
dessas glicoproteinas, aumento no conteudo/teor hidrico, desorganizacdo das
fibrilas de colageno e desequilibrio na sintese e degradacdo das macromoléculas da
matriz. Radiograficamente, a afecgdo -caracteriza-se por perda irregular da
cartilagem articular, esclerose do osso subcondral, presenca de ostedfitos e
entesiofitos. Graus variaveis de inflamacéao sinovial também podem ser encontrados.
A osteoartrite caracteriza-se por alteragcao das propriedades relacionadas a tensao,
a compressao e ao cisalhamento, bem como por modificagdo da permeabilidade
hidrica da cartilagem ou articulagdo. Essas mudangas sdo acompanhadas por
aumento na rigidez do osso subcondral. Nado ha agente terapéutico especifico com
capacidade de restauracdo da cartilagem a sua normalidade. A terapia multimodal
prevalece nesta afecgao, constituindo-se de terapia farmacoldgica, manejo clinico
e/ou cirurgico e reabilitacao fisica dos pacientes acometidos.

Palavras-chave: Articulacao 1. Inflamacgéao 2. Ostedfito 3. Patogenia 4. Tratamento 5.
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ABSTRACT

Osteoarthritis is a disease of high prevalence in older animals of any kind. It
is a disease of slow evolution, whose triggering events of its pathogenesis are still
poorly understood. From a clinical standpoint, osteoarthritis is characterized by pain
in the joint, limitation of motion, effusion and varying degrees of local inflammation.
Its pathogenesis is characterized by the decrease in the concentration of
proteoglycan in cartilage, changes in size and aggregation of these glycoproteins,
increased content / water content, disorganization of collagen fibrils and imbalance in
the synthesis and degradation of matrix macromolecules. Radiographically, the
disease is characterized by irregular loss of articular cartilage, subchondral bone
sclerosis, presence of osteophytes and entesiocytes. Different grades of synovial
inflammation may also be found. Osteoarthritis is characterized by alteration of the
properties related to tension, compression and shear as well as by modifying the
hydraulic permeability of cartilage or joint. No specific therapeutic agent capable of
cartilage restoration to its normality. The multimodal therapy in this condition prevails,
becoming drug therapy, clinical management and / or surgical treatment and physical
rehabilitation of patients affected.

Keywords: Joint 1. Inflammation 2. Osteophyte 3. Pathogenesis 4. Treatment 5.
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INTRODUGAO

Geralmente, as articulagbes podem ser classificadas em sinartrose (quando
nao apresenta movimentos), anfiartroses (movimentos reduzidos) e diartroses
(movimentos amplos ou extensos), sendo esta ultima a de maior importancia clinica
por constituir-se de alvo predileto para a inflamagao articular, ou seja, artrite (SILVA-
JUNIOR, 2007).

Morfologicamente a capsula articular externa possui estrutura fibrosa rica em
fibras colagenas espessas, enquanto a capsula articular interna apresenta-se como
uma estrutura altamente flexivel, que forma o principal tecido intracapsular e
apresenta trés camadas: uma intima, a qual elabora o liquido sinovial, contém acido
hialurénico e diminui o atrito entre as cartilagens; a camada subintima, que é
amplamente vascularizada, e pbér fim a camada subsinovial, a qual estabelece o
limite com a capsula fibrosa (SKARE, 2007).

Em relagdo a vascularizagido, existem complexas redes arteriais e venosas
que formam multiplas fistulas, que se comunicam com o suprimento vascular do
periosteo e osso periarticular. A area do leito capilar sinovial € espessa e
desempenha papel importante na troca de moléculas. Esses capilares sao dotados
de fenestracbes cobertas por uma membrana fina que facilita a troca de pequenas
moléculas com o liquido sinovial. O suprimento nervoso é duplo e responsavel pela
inervagao da articulagdo e musculos que circundam a articulagdo do joelho
(EKUNDI-VALENTIM, 2010).

A cartilagem articular € um tecido distinto que é formado por condrdcitos
entremeados em uma abundante matriz extracelular. Estes ocupam cerca de 5% do
volume articular, ajustados célula a célula e sdo nutridos por difusdo. Ja4 a matriz €
formada por colageno, proteoglicanos e outras proteinas de menor peso molecular.
O colageno é formado por uma rede de fibras entremeadas com proteoglicanos
hidrofilicos. As proteinas encontradas na cartilagem e a disposigdo dos condrocitos
atuam na orientagcdo e dimensdo da rede de colageno (RENBERG & WALTER,
2005).

Dentre as articulagdes, a do joelho € mais comumente utilizada para estudos
da osteoartrite, e € formada pela extremidade distal do fémur, a extremidade

proximal da tibia e a patela, e compreende ainda as capsulas (externa e interna) e
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ligamentos que estabilizam a articulagdo, em conjunto com o0s meniscos, e
amortecem o impacto sobre as cartilagens (CASTRO, 2004; FUKUDA et al., 2000).

E de conhecimento geral, que a estabilidade da articulagdo & o resultado de
uma articulagdo saudavel. Assim, suas alteragbes e de seus componentes podem
levar a inflamacao (aguda ou crénica) e subsequente disfungcao dessas estruturas
como um todo ou de componentes isolados, seja por lesdes mecanicas, bioldgicas
ou doengas autoimunes (BRANDT et al., 2009; EKUNDI-VALENTIM, 2010).

A OA pode ser classificada em primaria (idiopatica) ou secundaria
dependendo de alguns fatores de risco ou causas ainda ndo bem estabelecidas
(SARZI-PUTTINI et al., 2005).

A sinovite (inflamacao da sindvia) € um aspecto importante da osteoartrite.
Este processo é caracterizado pela infiltragdo de células inflamatérias, proliferacao
vascular, hiperplasia, hipertrofia das células de revestimento sinovial e consequente
fibrose. Essas alteragdes sdo vistas tanto em modelos experimentalmente induzidos,
como de ocorréncia natural nas diversas espécies animais (TODHUNTER &
JOHNSTON, 2007).

A OA é uma doencga cronica, e acomete sobretudo populagbes mais idosas
(LOESER, 2000). E uma doenca articular degenerativa de progressdo lenta das
articulagdes sinoviais na qual a efusdo sinovial e a degradagdo da cartilagem sao
componentes-chave (CIFUENTES et al., 2010).

A OA ¢é a alteracao articular mais comum observada na pratica com
pequenos animais e ocorre mais frequentemente nas articulagcdes de suporte de
peso de cades de meédio e grande portes, embora possa acometer qualquer
articulagao sinovial de cées e gatos. O melhor exemplo de osteoartrite canina ocorre
como resultado da displasia coxofemoral. Sua incidéncia varia entre as ragas, e nas
de grande porte excede 50%. As outras localizagbes frequentes sao as articulagoes
do ombro e joelho caninos (TIRGARI & VAUGHAN, 1975).

A osteoartrite pode ser primariamente uma alteragdo por envelhecimento
(idiopatica) ou resultar de um disturbio de desenvolvimento, como osteocondrose,
fragmentacdo do processo corondide, ndo unido do processo ancbéneo, displasia
coxofemoral, luxagado patelar, acondroplasia e disturbios conformacionais como as
deformidades valgo e varo dos carpos. Ja os adquiridos incluem trauma,

instabilidade articular, necrose asseéptica epifisaria, hemartroserecidivante e defeitos
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conformacionais ou postura adquiridos, como o mau alinhamento articular apos
consolidagao de fratura (ALLAN, 2010).
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2.1 PATOGENIA DA OA

A patogenia da destruicdo 6ssea na osteoartrite € um processo mecanico e
biolégico. Essa interacdo € imprescindivel para a compreensao da doenca
(BENEDEK, 2006). As caracteristicas patoldgicas da osteoartrite incluem a perda da
cartilagem associada a alteragées 0sseas subjacentes como esclerose, destruigao
do osso subcondral, cistos 6sseos e formacao de ostedfitos (BURR et al., 2003).

A perda da cartilagem inicia-se com uma lesdo focal que se estende
progressivamente para compartimentos, induzindo alteragdées na superficie articular.
Fibrilagdo superficial € associada com a perda de pequenos proteoglicanos,
decorina e biglicanos, que sao componentes intimos das fibrilas da superficie
articular, assim como os agreganos (grandes proteoglicanos). A perda dessas
moléculas esta associada a clivagem do colageno tipo Il pela colagenase, clivagem
dos agrecanos e degradacao dos pequenos proteoglicanos (SARZI-PUTTINI et al.,
2005).

Na doencga, a degradacado da matriz extracelular (MEC) excede a sintese,
desencadeando um decréscimo em rede da matriz da cartilagem ou mesmo a sua
prépria erosdo. A causa primaria desse processo esta relacionada ao aumento da
atividade de enzimas proteoliticas denominadas metaloproteinases de matriz (MPM),
e tem sido descritas como responsaveis pela degradagdo da matriz, o que
caracteriza a degeneracéo articular na OA. (BRADLEY, 2007). A interrupgédo do
contato entre a cartilagem articular e o osso subcondral vascularizado também
promove a degeneracgao da mesma (MALININ & OUELLETTE, 2000).

A expressédo de muitas MPM é alta na cartilagem de pacientes com
osteoartrite, como as MPM3, MPM13 e MPM14. Um grupo de metaloproteinases
recém descoberto, (as agrecanases), sao conhecidas por desempenhar um papel
importante na degradacao do agrecano. Trés membros da familia das proteinases
(uma desintegrina e uma metaloproteinase associada a um modificador de trombos
Ondina), ADAMTS 1, ADAMTS 4 E ADAMTS 5, tem sido identificado como
agrecanases (SARZI-PUTTINI et al., 2005).

Com a progressao da doencga, ocorre a diminuigao do pH e as catepsinas B,
L e K, produzidas pelos condrécitos, podem auxiliar na progressédo da destruicdo da
cartilagem (SARZI-PUTTTINI et al., 2005). A deficiéncia de fatores tissulares
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inibitérios das metaloproteinases favorece claramente a protedlise excessiva na
cartilagem articular lesionada (KRAUS, 1997).

A super-regulacdouma enzima chamada DIO2, que é responsavel pelo
aumento da resposta inflamatoéria e hipertrofia de condrécitos, foi encontrada por
Nagaseet al., (2013) em ratos apds indugdo da doenga, demonstrando importante
papel dessas enzimas na progressao da mesma.

Citocinas produzidas pela sindvia e pelos condrdcitos, especialmente a
interleucina IL1, e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) desempenham um papel
significativo na destruicdo da cartilagem, e as prostaglandinas (PGF2a) e
leucotrienos podem também estar envolvidos (LASHERAS et al., 2012). A PGF-2a
esta aumentada em cartilagens osteoartriticas de pacientes humanos, além de
desenvolvimento celular diminuido e indugdo do processo de apoptose dos
condrécitos articulares. A producdo de éxido nitrico (NO), que é estimulada por
citocinas inflamatérias estad envolvida no catabolismo da cartilagem e colabora no
apoptose de condrocitos. E devem,portanto, ser considerados alvos importantes na
intervencao terapéutica da AO (AMIN et al., 2000).

Sabe-se que um minimo de sinovite € estabelecido na osteoartrite
(LASHERAS, 2012). Nessa condigdo a concentracdo de MPM no liquido sinovial,
como a estreptomelisina 1 (mais comumente derivada de células sinoviais que da
cartilagem) aumenta rapidamente. Assim como outras células do organismo, as
células sinoviais sintetizam e secretam acido hialurénico, e o seu tamanho e sua
concentragao diminuem na osteoartrite (BRANDT, 2009). Similarmente, as proteinas
oligoméricas da cartilagem, que sao sintetizadas pelas células sinoviais e
condrécitos estdo aumentadas em paciente com acelerada degeneragao articular
(VILIN et al., 2002).

Esses quadros associados sugerem que a inflamacgao articular pode acelerar
a lesdao da mesma. Niveis de proteina C reativa (uma proteina de fase aguda da
inflamacgéo) podem estar moderadamente aumentados no soro de pacientes com
osteoartrite (SARZI-PUTTINI et al., 2005).

2.2 MARCADORES

No liquido sinovial ou sangue, s&o indefiniveis os marcadores, que podem

ser utilizados para identificagdo de pacientes nos estagios precoces da osteoartrite,
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acompanhamento da evolucgao e eficacia do tratamento, bem como a monitorizagao
da cura (TODHUNTER & JOHNSTON, 2007).

Segundo Funck-Brentano & Cohen-Solal (2011) novas descobertas
envolvem o metabolismo da cartilagem, como as moléculas ligantes RANK (RANKL)
e a osteoprotegerenina, ambas produzidas por osteoblastos, e que estdo supra
reguladas em pacientes osteoartriticos.

A proteina oligomérica da matriz cartilaginosa (COMP) é empregada como
marcador de degradacao e também € produzida pela sindvia, logo o seu aumento
pode refletir a presenca de sinovite, assim como a concentracdo do hialuronato no
liquido sinovial e no soro (DEAN, 1991).

O anticorpo 846 produzido contra o epitopo da molécula de sulfato de
condroitina correlaciona-se com a sintese de agrecano, assim como o pro-peptideo
C do colageno tipo Il é considerado um marcador sintético (SARZI-PUTTINI et al.,
2005).

Wang et al., (2013) revela a possibilidade do mapeamento de genes
regulatérios da doencga por alguns softwares, que podem ajudar na compreensao de
detalhes moleculares envolvidos na OA e além disso, abrir caminhos para futuras e

promissoras pesquisas nesta area.

2.3 GENETICA E SUSCEPTIBILIDADE

A osteoartrite € mais frequente e grave em caes com rapido ganho de peso.
A genética subjacente da displasia da articulagdo coxofemoral e muitas outras
caracteristicas ortopédicas relacionadas ao desenvolvimento em caes é complexa. A
hereditariedade da osteocondrose do cotovelo, por exemplo, foi estimada em 77%
em caes e 45% em cadelas. Caes da raga Bernesse Montai Dog apresentam 12
vezes maior probabilidade de displasia do cotovelo. A osteocondrose da articulagao
do ombro estimou hereditariedade de 55 a 70% em alguns cées de grande porte. Ja
foram propostos modos poligénicos de heranga para as sindromes de osteocondrite
dissecante e displasia do cotovelo, bem como origem hereditaria da ndo unido do
processo anconeo em determinadas racas, como o Pastor alemao (TODHUNTER &
JOHNSTON, 2007).



24

2.4 AVALIACAO CLINICA

2.4 .1 Histérico e Exame Fisico

Os pacientes acometidos exibem ampla variedade de sinais clinicos, de
acordo com a gravidade dos sinais. Os mais relatados pelos proprietarios incluem a
claudicagdo e rigidez assimétricas, a diminuicdo ou incapacidade de atividades
fisicas e mudangas nos padrées normais de comportamento (TODHUNTER &
JOHNSTON, 2007).

Frequentemente, o exame fisico revela alteracbes de marcha, vistas com
maior facilidade durante a ambulagdo do paciente. A palpacdo nota-se tumefacéo
articular, identificada pela efusédo da articulagao e /ou hipertrofia do tecido conjuntivo
periarticular. A manipulacdo desta articulacdo pode demonstrar redugdo na
amplitude de seus movimentos. A dor pode ser um achado ndo especifico, porém é
frequente. A natureza crénica e tipicamente fraca da dor osteoartritica, explica em
parte, a falta de vocalizagdo desses animais acometidos (TODHUNTER &
JOHNSTON, 2007).

2.4.2 Avaliagao Laboratorial

A analise do liquido sinovial pode ser inestimavel na confirmacdo da
osteoartrite. O liquido sinovial é avaliado quanto a aspectos macroscopicos de
coloragdo, auséncia de turbidez e viscosidade. No exame microscopico, sao
avaliadas as caracteristicas relacionadas a contagem e ao tipo celulares, bem como
a presenga de agentes infecciosos. Os testes de laboratério comumente realizados,
como o hemograma e perfil bioquimico sérico ndo sao valiosos no diagndstico da
osteoartrite (TODHUNTER & JOHNSTON, 2007).

2.4.3 Diagndstico
Existem varios métodos de imagem para a avaliacdo de a cartilagem

articular (CHOI & GOLD, 2011). Técnicas mais sensiveis sdo preconizadas para

uma detecc¢do preventiva e adequado acompanhamento do seu tratamento (AULA et
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al., 2010). A ressonancia magnética pode ser altamente sensivel na detecgao de
pequenas injurias da cartilagem articular (GOODWIN, 2011).

O ultrassom e a ressonancia magnética (RM) mostraram-se util na detecgéo
da espessura da cartilagem articular, com melhor resolugdo da RM, tornando se
eficazes na detecgdo da doenga em estagios iniciais e pequenas injurias da
cartilagem (GOODWIN, 2011).

A radiografia convencional tem sido usada para deteccao de alteragdes
tardias na cartilagem articular, como alteragdes no espaco intra-articular e a
formacao de ostedfitos (CHOI & GOLD, 2011).

2.4.4 Sinais radiograficos

Alteragdes radiograficas da doenca articular degenerativa variam de acordo
com o estagio da doenga. A primeira alteracdo patoldégica é uma sinovite né&o
supurativa leve, acompanhada por um aumento significativo no volume da massa
sinovial. Em seguida acontece degeneracgao focal da cartilagem e o espaco articular
pode aparecer aumentado durante este estagio (ALLAN, 2010).

A alteracdo mais facilmente identificada é a formacdo de entesedfito e
osteofito, seguida de neovascularizagdo da jungédo condrossinovial com resultante
formagao de fibrocartilagem. Esse colar fibrocartilaginoso gradualmente se ossifica
com a formagao de um novo osso pericondral. Os entesiofitos se desenvolvem nas
superficies que nao suportam peso e eventualmente sao incorporados aos
ligamentos adjacentes ou anexos capsulares. A formagao de cisto subcondral, uma
caracteristica da ao da cabeca do fémur em humanos, também foi observada nas
articulagdes de pequenos animais (INNES et al., 2004).

Ao se classificar a osteoartrite do joelho, a avaliagdo das alteragdes no
numero e tamanho dos ostedfitosperi articulares € mais confiavel que a avaliagao de
esclerose subcondral, mineralizagdo intra-articular ou efusdo sinovial, que sao
aspectos radiograficamente identificaveis que acompanham a instabilidade do
joelho.A identificagdo precoce de ostedfitos nas cristas trocleares é facilitada pela
utilizacdo de projegdes radiograficas especificas como radiografiasmediolateral
flexionada do joelho, craniomedial-caudolateral obliqua (ALLAN et al, 2010).

As articulacbes acometidas apresentam diminuicdo da amplitude de

movimento, resultando em aumento da carga na reduzida superficie de suporte de
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peso. A combinagcdo da carga aumentada com a diminuicdo da resisténcia
subcondral leva ao remodelamento, € completo pelo pela adigdo de um novo osso
periférico na forma de ostedfitospericondrais. O formato alterado dos componentes
osseos é facilmente identificado em radiografias (INNES, et al., 2004).

A tomografia computadorizada convencional ou a artrografia também podem
ser utilizadas para avaliagdo de irregularidades da superficie articular, contudo a

pouca disponibilidade e alto custo limitam o seu uso (CHOI & GOLD, 2011).

2.4.5 Tratamento

Sabe-se que as duas maiores anormalidades associadas a osteoartrite sao
perda da funcao e dor. Portanto, o alivio da dor consiste no principal objetivo,
colocando o restabelecimento da fungédo em segundo lugar. De acordo com algumas
variaveis, sinais de dor crénica, silenciosa ou dor aguda, mais intensa podem ser
encontradas (TODHUNTER & JOHNSTON, 2007).

Por isso, ao lidar com o paciente acometido pela AO, torna-se mais
apropriado o esbogo de um plano terapéutico global, que envolvem a terapia
conservadora, clinica e cirurgica (RENBERG, 2005).

Segundo Goodrich (2006), faz-se importante o conhecimento da anatomia e
fisiopatologia da osteoartrite para um adequado plano de seu tratamento. Uma vez
entendido, o uso de anti-inflamatoérios ndo esteroidais, esteroides intra-articulares,
viscosuplementagao e condroprotetores podem ser uteis no tratamento da doenca,
bem como prevenir a degeneracao da superficie articular e consequente evolugao
da doenca.

Considerando a terapia farmacolégica da AO, os principais medicamentos

utilizados estao descritos a seguir.

2.4.6 Drogas anti-inflamatdrias ndo esteroidais (AINE)

Sdo as mais frequentemente recomendadas para o tratamento da
osteoartrite Sua popularidade deve-se a sua efetividade na dor moderada, comum
nesse quadro, e com relativa facilidade de administracdo (MALONE, 2002). Os
AINE podem ser seletivos ou n&o para inibidores da cicloxigenase (CIALDAI et al.,
2009).
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O acetaminofeno é utilizado para o tratamento da OA em humanos nos
Estados Unidos, € responsavel por grande alivio da dor, contudo ndo ha relatos
clinicos de seu uso em caes. Ja a aspirina tem sido utilizada na dose de 10 a
25mg/kg por via oral, duas a trés vezes, e € baseada em estudos farmacologicos,
sendo o vomito um efeito colateral bastante relatado (JOHNSTON, 2008).

O carprofeno foi o primeiro dos novos AINES a ter seu uso aprovado em
caes. A dose recomendada é de 2.2 mg/kg administradas duas vezes ao dia, ou 4,4
mg/kg uma vez apenas. Efeitos adversos encontrados foram a toxicidade gastrica e
a toxicose hepatica idiopatica. O firocoxibe € o mais recente anti-inflamatério
aprovado no mercado de animais de companhia. Sua dose é de 5 mg/kg por via oral,
diariamente (POLLMEIER et al., 2006).

O etodolac foi o segundo a ser aprovado em caes e tem sido efetivo no
controle da dor e sinais da AO secundaria a displasia coxofemoral, na dose de 10 a
15 mg/kg a cada 24 horas. O deracoxibe também é citado na dose de 1 a 2 m/kg,
administrados oral e diariamente, diminuindo sinais da dor cronica. Seu uso foi
associado a ulceras gastricas (JOHNSTON, 2008).

Muito eficaz no alivio dos sinais clinicos, 0 meloxicam & considerado um dos
principais antiinflamatorios. A dose recomendada € de 0,1 mg/kg por via oral,
diariamente, Sinais gastroentéricos leves ja foram relatados, porém ndo sao
frequentes (ARAGON, 2007).

A tepoxalina é classificada como inibidora dupla da cicloxigenase (COX) e
lipoxigenase (LOX), néo ha estudos sobre seu uso em caes, porém recomenda-se a
dose de 10 mg/kg diariamente por via oral. Comercialmente esta disponivel em
comprimidos de dissolugéo rapida (ARAGON, 2007).

2.4.7 Antiinflamatorios Esteroidais

Corticosteroides sdo comumente utilizados para o controle da inflamacéo e
alivio da dor (PEREIRA & REIS, 2005), através da inibicgdo da formagédo de
prostaglandinas, inibigdo da atividade de metaloproteinases, bem como a diminuigao
do edema, vasodilatagdo e deposigao de fibrina. O uso intra-articular € considerado

além de potente, de alta relacdo custo-beneficio (BLACK, 2000).
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2.4.8 Analgésicos

O tramadol é um considerado um analgésico opioide, que age inibindo
fracamente receptores opioides, interferindo na liberacdo e receptacdo de
noradrenalina e serotonina em vias inibitérias descendentes. A sua associagao com
AINEs tem sido amplamente utilizada na rotina, onde doses entre 2 a 5 mg/kg duas
a trés vezes por dia tém sido utilizadas com seguranga (ARAGON, 2007). Knights et
al (2009) revela a morfina como importante no controle da dor natural e induzida.

A amantadina, um inibidor do receptor N-metil-D-Aspartato (NMDA), a
amitriptilina e a gabapentina tem sido especulada como adjuvantes no tratamento da
OA. Nao se tem relatos sobre o uso e dosagem da mesma no tratamento da ao
(JOHNSTON, 2008).

2.4.9 Agentes terapéuticos adicionais

Os glicosaminoglicanos polisulfatados (GS) sao aprovados para o uso em
caes como agente modificador da osteoartrite, atuando na inibicdo da sintese de
enzimas destrutivas e prostaglandinas associadas a sinovite e doenga articular
degenerativa. Embora muitas doses tivessem sido relatadas, faltam evidéncias
derivadas de trabalhos cientificos o que atestem o eventual valor de GS na evolugao
da osteoartrite (BIASI et al, 2004). A aplicagao intramuscular de 5 mg/kg sendo duas
aplicagbes semanais por até 4 semanas tem sido rotulada atualmente
(JOHNSTON,2008).

O hialuronano (HA) € um glicosaminoglicano n&o sulfatado que é o maior
componente do liquido sinovial. Foi utilizada primariamentena forma intra-articular
porem o uso intravenoso em equinos ja foi avaliado. Nao se sabe a real acédo do seu
uso em animais de pequeno porte, no entanto, apresenta propriedades anti-
inflamatadrias, condroprotecéo e viscoelasticidade (HANYPSIAK & SHAFFER, 2005).

2.4.10 Suplementos

Compostos a base desses acgucares (condroitina e glicosamina) tem sido

testado e resultados divergem entre agdes benéficas ou inerentes. O sulfato de

condroitina, além de custo menor, apresentou maior tolerancia gastrointestinal
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quando comparado aos AINE (RUBIO-TERRES, 2010). O implemento de ibuprofeno
e glicosamina levou a aumento da forga muscular e diminuicdo da dor em ratos
submetidos a exercicio (PETERSEN, 2011).

2.4.11 Omega 3

A suplementacdo na dieta como terapia adjuvante no tratamento de
degeneragdo e inflamacdo na condicdo artritica. Sua agdo deve-se a menor
producdo de mediadores inflamatérios pela via da diminuicdo do EPA (Acido
eicosapentoico) diminuindo ou modulando a liberagao de citocinas pré-inflamatdrias
(COQUEIRO et al, 2011). Muitos produtos alimenticios para cées com
suplementacdo de Omega 3 estdo disponiveis no mercado, e representam um
potencial como suplemento em caes com osteoartrite (JOHNSTON, 2008).

Existem ainda diversos produtos de origem fitoterapicas, como a resina de
BoswelliaSerrata, P54FP e greenlippedmussel, ambos em testes como terapia

adjuvante no controle dos sinais da doenca osteoartritica (ARAGON, 2007).

2.4.12 Reabilitagao fisica

E o tratamento através da utilizacdo de agentes fisicos, como o calor, frio,
agua, eletricidade, massagem e exercicios. Atuam no aumento e melhora na
qualidade do fluxo sanguineo na regiao lesada, prevenindo a inflamacao e atrofia
muscular adjacente com consequente perda da funcao, e proporcionando efeitos
psicolégicos benéficos tanto nos pacientes como em seus proprietarios assim, as
técnicas fisioterapicas podem ainda proporcionar a redu¢do de doses analgésicas
em pacientes acometidos, mantendo a mesma qualidade de vida. (JOHNSTON et al,
2008).

Essa reabilitagcdo geralmente é obtida através da combinacdo de algumas
modalidades.

A crioterapia ou hipotermia local € muito utilizada na dor aguda, e promove
além da vasoconstricao, o relaxamento muscular e diminuicdo da conducéo nervosa,
produzindo analgesia. A terapia deve ser utilizada por aproximadamente 30 minutos,
de 1 a 4 aplicagbes. Aplicagbes muito prolongadas podem levar a vasodilatagédo
compensatéria e edema (JOHNSTON et al., 2008).
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O calor é geralmente usado em casos de dor crbnica apés a fase
inflamatoria e deve ser aplicado antes o alongamento, massagem ou exercicios.
Reduz os espasmos musculares e aumenta o fluxo sanguineo local, causando
dilatacdo moderada sedacao alivio e reabsorcado de fluidos, diminuindo o edema. O
calor geralmente deve ser aplicado utilizando bolsas de agua-quente ou embalagens
aquecidas/umedecidas, por em média 15 a 20 minutos. E contraindicado é nos
casos falta de sensibilidade nervosa ou ainda durante a fase inflamatéria, podendo
agravar os sinais (JOHNSTON et al, 2008; SARZI-PUTTINI et al., 2005).

Os exercicios de movimentacio passiva séo uteis no auxilio da restauragao
da movimentagdo normal da articulagdo osteoartritica. Previne a atrofia, fibrose,
contratura, melhora a circulagdo sanguinea e linfatica e diminui o tempo de retorno a
funcdo. Os exercicios devem ser repetidos duas a trés vezes ao dia, sendo de 10 a
15 movimentos repetidos. Alongamento e exercicios de propriocepgdo também séo
mecanismos efetivos na terapéutica articular (TANGER, 1984).

A massagem deve sempre combinada com outras técnicas terapéuticas.
Importante na melhora do fluxo sanguineo, promove relaxamento e desfaz
aderéncias, produzindo analgesia. Os cinco componentes fundamentais incluem o
ritmo, velocidade, pressao direcdo e a frequéncia. Apesar de existirem muitos tipos
de massagem, a movimentacdo de membros em sentido distal-cranial e a
massagem com movimentos circulares. Dez a 20 movimentos a cada 24 horas sao
preconizadas para caes com sinais de osteoartrite (JOHNSTON et al., 2008).

O ultrassom terapéutico pode ser usado para o relaxamento de fibras
musculares mais profundas, facilitando movimentos de extensdo. As ondas sao
convertidas em calor ao serem absorvidas pelo musculo. A estimulagdo de
fibroblastos € outro importante aspecto. Varios protocolos de aplicagao podem ser
utilizados, porém a aplicacdo de (0,5-1,5 W/cm2), duas a trés vezes semanais é
preconizada para caes fazer ajuda a reduzir a inflamacéo e dor, auxiliando em
portadores de osteoartrite. O calor por radiofrequéncia pode remover células da
cartilagem bem como transmitir energia ao osso subcondral. Esse efeito é
considerado um desafio e pouco investigado. Estudos in vivo e in vitro publicados
utilizando cartilagens articulares humanas e animais demonstraram que os efeitos
da radiofrequéncia térmica sdo confusos e dificeis de ser interpretados, e seu uso no
tratamento da lesdo articular € controverso entre cirurgides ortopédicos
(VANGNESS-JUNIOR, 2005).
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O exercicio ativo promove aumento da forgca muscular em geral, segundo
Pereira e Reis (2005), a fungao cardiaca coordenagao enquanto reduz a chance de
lesdo articular e atrofia muscular. Promove também a renovacao do tecido
cartilaginoso, aumentando a sintese de proteoglicanos e induz alteragdes
histolégicas e biomecanicas benéficas (CIFUENTES et al, 2010). Sessdes curtas
diarias de 10-20min, além de exercicios aquaticos, com diminui¢cao do atrite sobre a
cartilagem sao formas importantes de atividade fisica para caes portadores de
osteoartrite (JOHNSTON et al, 2008). Aragon (2007) concorda que exercicios
terapéuticos sdo bem aceitos, desde que absolutamente individualizado.

Zywiel (2009) reforca a importéncia do controle e peso sobre articulagdes na
prevencao da pressao sobre condilos femorais e progressao da lesdo d6ssea. O uso
de dieta rica em plofenois, o que inclui extrato de cha verde, frutas citricas e extrato

de soja é citado pelas suas propriedades preventivas da OA (SHEN, 2012).

2.4.13 Terapia celular
Desde sua descoberta em 1960, o uso de células estromais adultas
multipotentes tem sido avaliada quanto a sua capacidade osteogénica para uso em

tratamento de lesdes 0sseas congénitas ou adquiridas (LOPEZ & DAIGLE, 2011).

2.4.14 Tratamento cirurgico

O tratamento cirurgico da AO tem trés obijetivos: alivio da dor, restauracao
da locomocao e corregao de deformidades, que geralmente é obtida pela artrodese
ou artroplastia (BEKLER, 2008).

Dentre as possibilidades, a artroscopia, para lavagem de debridamento de
tecidos lesionados € amplamente indicada (DAY, 2005). A produgdo de
microfraturas no osso subcondral (para estimulagdo da medula 6ssea e consequente
producao de fatores osteogénicos) tem como principal ferramenta de tratamento da
AO, e também é obtida pela artroscopia (SGAGLIONE, 2005).

Scopp&Mandelbaum (2005) citam ainda o uso de da artroplastia por
abrasao, para exposi¢cao do leito vascular subcondral, estimulando a regeneragao
local, bem como a utilizagcdo de auto-enxertos na correcdo de pequenos defeitos,
associados ou nao com o transplante periosteal de condrocitos cultivados, como

opc¢oes inovadoras no reparo da cartilagem.
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A denervagdao quimica tem sido proposta como alternativa para artrite
degenerativa, controlando a dor e preservando a funcionalidade da articulagao
(BEKLER, 2008). Como agentes utilizados estao a toxina botulinica (KUCUQUER et
al 2011); agentesneuroliticos, como alcoois, fendis glicerol entre outros (ESCODRO,
2004).

A denervagao por radiofrequéncia apresentou excelente controle da dor
reducdo da incapacidade em pacientes humanos com dor lombar crénica
(BURNHAM, 2009). Uma técnica alternativa por eletro cautério foi descrita com
sucesso em humanos para alivio da dor pds-operatoria de artroplastia total do joelho
(ALTAY et al., 2012).

Por fim, a denervacao cirurgica € uma das opgdes de tratamento e ja vem
sendo empregada ha tempos em humanos e recentemente nas demais espécies,
como o cdo, com o objetivo de aliviar a dor e o sofrimento associados a OA
(SCHMAEDECKE, 2004).

A denervagao cirurgica € obtida pela neurectomia seletiva de fibras
sensitivas da capsula articular e vem sendo utilizada como um método pouco
cruento (FERRIGNO, 2007). A técnica de denervagao ja foi descrita em diversas
articulacdes, com bons resultados de acordo com Mulder (1992) e Obletz et al
(1949) e em caes, como citam Zamprogno (2011) demostrando a denervagéao de
cotovelo; no joelho, por O’Connor et al.,, 1992 e inédita no tratamento da displasia

coxofemoral, por Ferrigno (2007).



33

3 USO DE SOLUGOES NEUROLITICAS NO TRATAMENTO DA OSTEOARTRITE
INDUZIDA EM RATOS

(Use of neurolytic solution in the treatment of the inducide osteoarthritis in

rats)

RESUMO

A osteoartrite € uma enfermidade muito frequente em seres humanos e
animais, sendo que diversas condutas terapéuticas sdo atualmente preconizadas,
como o amplo de AINE. Recentemente surgiram solu¢gdes neuroliticas com
recomendagao de uso intra-articular, no mercado veterinario. Entretanto tal conduta
e seus efeitos na cartilagem articular, nao foram ainda estudados e demonstrados. O
objetivo deste estudo é verificar os possiveis efeitos deletérios de duas solugdes
neuroliticas na evolugdo da osteoartrite em ratos. Foram utilizados 45 ratos
wistar,que, apds a transeccgao do ligamento cruzado cranial, foram divididos em trés
grupos: o grupo controle recebeu 0,1 mL de solugéo fisioldgica, os demais cloreto de
amonio 4% e fenol 5%, imediatamente apds sutura da capsula articular . Cinco
animais de cada grupo foram sacrificados nos momentos 7, 14 e 21 dias. A
avaliacdo da incapacidade articular foi obtida através da espessura articular,
claudicagdo e pelo indice de osteoartrite. Imagens termograficas do membro
operado e do contralateral foram obtidas nos dias 3, 7, 14 e 21 dias e radiografias
dos membros operados e contralaterais foram realizadas no momento da eutanasia.
A gravidade da lesdo histopatoldgica foi graduada apos coloragédo de Hematoxilina-
Eosina através do método OARSI para a avaliagdo microscopica da osteoartrite.
Resultados: Todos os animais apresentaram OA, onde o score variou de 1 a 3 pelo
sistema OARSI, entretanto ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre os
grupos em nenhum dos critérios analisados. N&o houve interferéncia na evolugao
clinica e histopatolégica da osteoartrite, com o0 uso das solugbes de cloreto de
amonia 4% e fenol a 5%.

Palavras-chave: Claudicagdo 1. Cloreto de aménio 2. Fenol 3. Intra-articular 4.
Solucgdo fisiologica 5.
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ABSTRACT

Osteoarthritis is a very common illness in humans and animals, and various
therapeutic approaches are currently recommended. Recently emerged neurolytic
solutions with recommendation of intrarticular use in the veterinary market However
such behavior and effects on articular cartilage have not yet been studied and
demonstrade. The objective of this study is to access the possible deleterious effects
of two neurolytic solutions in the evolution of osteoarthritis in rats.Material and
methods: We used 45 wistar rats that afther transaction of the cruciate ligament were
divided into three groups: the control group received 0.1 ml of saline solution, the
other ammonium chloride 4% and 5% phenol, immediately after suturing the joint
capsule. Five animals from each group were sacrificed ate times seven, 14 and 21
days. The assessment of joint failure was achieved through the thickness articular
index for lameness and osteoarthritis. Thermographic images of the limb and
contralateral were obtained on days three, seven, 14 and 21 days and x-rays of the
operated and contralateral limbs were permormed at the time of euthanasia. The
severity of histologycal injury was graded after staining with hematoxylin-eosin using
the OARSI method for microscopic evaluation of osteoarthritis. Results: All animals
showed OA, wherethe score ranged from1 to 3 by the OARSI system, however there
were no statistical differences between groups in any of criteria examined.
Conclusion: There was no interference in the clinical evolution and histological
osteoarthiritis, with the use of solutions of ammonium chloride 4% and 5% phenol.

Keywords: Ammonium chloride 1. Intrarticular 2. Lameness 3. Phenol 4. Saline

solution 5.
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INTRODUGAO

A osteoartrite (OA) € um processo degenerativo articular, de evolugao lenta,
e que apresenta grande relevancia clinica, importante morbidade, além de ser
responsavel por enormes danos sociais e econémicos aos pacientes (SILVA, 2007).

Os eventos degenerativos da cartilagem articular, como os do joelho, tém
inicio com as lesdes sobre 0s meniscos e a superficie articular dos condilos femorais
e tibiais. Com a progressdao da doenca, ocorrem mudancas nas células e nos
componentes da matriz extracelular, alterando a sintese de colageno e diminuindo a
organizacao de condrdcitos, levando a perda da matriz e proteoglicanos (EDWARDS
2003). A patogénese da OA ¢ incerta, mas fatores desencadeantes como o trauma
podem agravar o quadro, através de citocinas pro-inflamatérias catabdlitas,
resultando em uma reparacéo tecidual deficiente (SILVA 2007).

Em caes, o acometimento da OA é mais evidente na articulagdo do joelho e
na coxofemoral, e estd comumente relacionado a ruptura do ligamento cranial
cruzado (SILVA, 2007). Ja em humanos, o ligamento equivalente é o cruzado
anterior (LCA), assim como no rato, e sua ruptura, quando nao tratada, acarreta a
mesma manifestagcdo clinica, macroscépica e microscopica da OA (COUTINHO,
2009).

A transecgao do ligamento cruzado anterior tem sido estudada em diversas
espécies. Em ratos foi descrita primariamente em 1987, e devido ao facil manejo,
baixo custo e rapido desenvolvimento da les&o, torna o rato, um dos principais
modelos experimentais para o estudo da osteoartrite (KNIGHTS, 2012).

Dentre os métodos de avaliagdo, a termografia é capaz de avaliar a
temperatura através da energia emitida pela superficie do corpo humano ou de
qualquer objeto e transforma-la em uma imagem visivel ao olho humano (SUMBERA
et al., 2007). A mesma vem se constituindo como uma técnica nao invasiva de
mensuragao de temperatura, e tem sido proposta como instrumento diagndstico na
avaliacdo da artrite, dor neuropatica, doencas de pele, entre outros. (TAN et al,
2009)

Pela sua multiplicidade de aplicagdes, a termografia infravermelha fornece
diagnosticos de varios sistemas (neurologico, vascular, muscular) em um unico
exame (BRIOSCHI, 2003).
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Quando a OA é sintomatica a queixa mais comum é a dor (ALTMAN &
LOZADA, 2003). Saxler (2007) propde que articulagdes osteoartriticas apresentem,
além de outros fatores, uma supraregulagcédo do neuropeptidio contendo nociceptores
aferentes primarios (SP), em tecidos periarticulares, dificultando o seu controle.

O tratamento atual é baseado em AINE seletivos ou ndo para inibidores da
enzima cicloxigenase (CIALDAI et al., 2009). Contudo, estdo constantemente
associados a efeitos colaterais importantes ou controle ineficaz da dor. Terapias nao
farmacoldgicas, comoafisoterapia e acupuntura podem ser também utilizadas, porém
a permanéncia dos sinais € constante. Assim, um eficaz controle da dor na
osteoartrite € considerado atualmente uma importante area de pesquisa na area
médica e veterinaria (FERNIHOUGH et al, 2004).

A denervagao cirurgica em articulagdes € uma das opgdes de tratamento e
ja vem sendo empregada ha tempos em humanos (MULDER, 1948; GRECHENIG et
al. 1998) e recentemente nas demais espécies, como o0 cdo, como método para
aliviar a dor e o sofrimento associados a AO (SCHMAEDECKE, 2004).

Recentemente surgiram solugdes neuroliticas injetaveis, de uso comercial,
com indicagdo de bula para uso intra-articular (ESCODRO, 2004). Entretanto nao
existem trabalhos cientificos que justifiquem ou comprovem sua utilizagéo.

Os neuroliticos sao agentes causadores de lesbes reversiveis ou
irreversiveis em nervos, e podem ser utilizados para o tratamento da dor cronica. O
procedimento de neurdlise (destruicdo do nervo) pode ocorrer por vias como a
cirurgica, fisica e a quimica, esta ultima a mais comum (KOCABAS et al., 2010).

O fenol possui uma pequena propriedade anestésica, o que o torna indolor a
aplicagcao ao contrario do alcool, e quando associado a outros agentes, diminui o
risco de neurite local da aplicagdo (KOCABAS et al., 2010). Outras substancias
também utilizadas para interromper intencionalmente as vias nociceptivas incluem
os sais de amonio, clorocresol, nitrato de prata e solugdo salina hipertonica
(ESCODRO, 2004).

Os neuroliticos produzem lesdo nas fibras nervosas dependendo da
concentracdao do agente em contato com o tecido. A injegao intra ou perineural, por
exemplo, produzem lesdes axionais importantes e degeneragao walleriana
(ESCODRO, 2004). No entanto, pouco se sabe sobre seu uso intra-articular.

Assim, o presente estudo busca avaliar a eficacia do uso dos neuroliticos na

osteoartrite induzida pela ruptura do ligamento cruzado anterior em ratos, frente a
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aplicacao dos mesmos por via intra-articular, bem como seus efeitos deletérios na

articulagao, servindo de base para estudos em outras espécies.
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3.1 MATERIAL E METODOS

3.1.1 3.1.2Animais

Com a aprovacao do Comité de ética da Instituicao, foram utilizados 45 ratos
Wistar machos, pesando entre 180-200 gramas. Os animais foram mantidos em
caixas plasticas padronizadas para alojar ratos em biotérios, com no maximo cinco
animais por caixa, e receberam agua e alimentacéao ad libidum.

Foram formados grupos com 15 animais, sendo dois tratamentos e um grupo
controle. Todos os animais passaram por procedimento cirurgico de ruptura de
ligamento cruzado anterior no dia 0. No grupo controle foram administrados 0,1mL
de solucgao fisiolégica por via intrarticular, enquanto o grupo fenol recebeu 0,1 mL de
fenol a 5% e o grupo amoénio, 0,1 mL de solu¢cdo de Cloreto de Amdnio a 4%, logo
apdés o fechamento da capsula articular. Todas as solugbes foram preparadas e
manipuladas de forma estéril. Foram eutanasiados 5 animais, de cada grupo, aos 7,

14 e 21 dias, através do uso de tiopental sddico 50mg/kg por via intraperitoneal.

3.1.2 Procedimento cirurgico: transecgéo do ligamento cruzado anterior

Os animais foram anestesiados com cloridrato de quetamina e xilazina
(85mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente) por via intraperitoneal. Apos depilagéo e
antissepsia da regiao, foi realizada uma incisao longitudinal na pele sobre o joelho
direito e entdo realizada uma incisao parapetelar lateral, e o tendao patelar rebatido
medialmente, dando acesso & cavidade articular. Uma vez visualizado o ligamento
cruzado anterior, o mesmo foi cuidadosamente seccionado com uma tesoura
microcirurgica, evitando-se ao maximo lesionar outras estruturas articulares. O livre
movimento do fémur sobre a tibia no sentido posto-anterior, denominado “teste de
gaveta” positivo, confirmou a secgdo do ligamento. O tendao patelar foi entdo
reposicionado, e a incisdo suturada com fio absorvivel 5/0 em padrdao continuo
simples. A pele é suturada com inabsorvivel 4/0, em padrao Wolf. Todos os animais
receberam analgesia imediata com morfina 1 mg/kg. Os pontos de pele foram

retirados com sete dias.
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3.1.3 Avaliacao da incapacitagao articular (dor articular)
Foi utilizado um Escore de Artrite semiquantitativo, utilizado por Douni et al.

(2003) para diferenciar a gravidade da claudicagdo em diferentes niveis, como

mostra o quadro abaixo:

QUADRO 1 - ESCORE DE OSTEOARTRITE DE ACORDO COM O GRAU E SUA RESPECTIVA

ALTERACAO
GRAU ALTERAGAO
O Sem artrite, Aparéncia normal.
1 Artrite leve, Articulacdo Levemente edemaciada.

Artrite Moderada, edema intenso e deformacéao da

articulagao.

Artrite severa, edema e deformacéo intensa,

movimentos de flexdao comprometidos.

Cada animal foi submetido a afericdo da espessura articular do membro
operado, utilizando o paquimetro digital 0-150 mm Kingtools 500150 e o contralateral

(ndo operado) nos momentos 7, 14 e 21 dias, logo apds eutanasia.

3.1.4 Termografia

O exame de termografia foi realizado nos dias 3, 7, 14 e 21 dias, até a data
da eutanasia, para avaliagcao da articulacao lesionada. Para efeito de comparacéo, a
temperatura do membro contralateral foi simultaneamente aferida.

Um termografo digital infravermelho E40 (FLIR Systems Inc., Boston, MA,
USA), com resolugao IR160X120 (19200 pixels) foi utilizado para as aferigoes.
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Para a realizacdo da termografia, os animais permaneceram em uma sala
climatizada a 22°C, por 40 minutos, e as imagens foram obtidas com uma distancia
de 40 cm da articulagao dos ratos.

Cada termograma foi analisado com magnificacédo de 1X, com o software
FLIR Tolls versao 2.1, na coloragao Lava (FLIR Systems Inc., Boston, MA, USA).

3.1.5 Avaliagao radiografica

As articulagdes fémoro-tibio-patelar operadas e as contra-laterias foram
radiografadas em vista latero-lateral os MOMENTOS 7, 14 e 21 dias para detecgao

de possiveis alteracdes da articulagao.

3.1.6 Avaliacao histopatologica

Todos os animais de todos os grupos foram eutanasiados por meio de
aplicacao de tiopental 50 mg/kg via intraperitoneal, seguido de 1mL de solucéo de
Cloreto de potassio. As articulagdes do membro operado foram colhidas de cada
animal.

As articulagdes foram fixadas em solugéo de Bouin, depois lavadas em agua
corrente para a retirada do excesso de fixador, desmineralizados em etileno-
diamino-tetra-acetato EDTA a 5,5% em solugdo aquosa, com troca da solugédo a
cada dois dias por 4 dias. O material foi corado em hematoxilina-eosina.

Um Score histologico foi obtido pelo método OARSI (ANEXO 1) de

classificacao, sugerido por Pritzker et al. (2006).

3.1.7 Analise estatistica

Os dados foram coletados e em seguida foram aplicados os testes
estatisticos usando o programa Graphpadprism v.5.
Para a comparagdao da média entre os grupos foi utilizado o método de

ANOVA. O intervalo de confianga foi de 95%, com significancia de a<0,05.
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3.2 RESULTADOS

3.2.1 Espessura articular

A espessura dos joelhos foi aferida para avaliar a quantidade de edema
tecidual e o indice de inflamacado resultante. Quando comparadas ao membro
contralateral, ndo operado, pode-se observar espessamento articular no grupo fenol,
no fisioldgico e no amoénio, aos 7, aos 14 e aos 21 dias, respectivamente.

Nao foi observado diferenga na espessura articular entre os grupos

operados, em nenhum dos momentos (figura 1).

FIGURA 1- EFEITO DA RUPTURA DO LIGAMENTO CRUZADO CRANIAL SOBRE A ESPESSURA
(MM), DOS GRUPOS: FISIOLOGICA, AMONIO E FENOL, NOS MOMENTOS 7, 14 E 21 DIAS.

14-
E —-_—
E 24 %%
© s —_—
5 IS
2929
o 2299
(7]
Ll
]
'\b '\b '\b
v Vv
o\/
R <&
&®

3.2.2 Avaliacao da Claudicagéao

Nao houve diferenca estatistica entre os grupos avaliados (grupo solugao
fisiolégica, cloreto de aménio e fenol) e entre os momentos 7, 14 e 21 dias. (Figura
2)
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FIGURA 2- EFEITO DA RUPTURA DO LIGAMENTO CRUZADO CRANIAL SOBRE A O SCORE DE
CLAUDICACAO DOS GRUPOS FISIOLOGICA, AMONIO E FENOL, NOS MOMENTOS 7, 14 E 21
DIAS.
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3.2.3 Escore clinico

O escore clinico ou indice de osteoartrite nao diferiu entre os grupos
fisioldgico (controle), cloreto de amdnio a 4% e fenol 5%, como observado na figura

3 a sequir:

FIGURA 3 - ESCORE CLINICO DOS GRUPOS: FISIOLOGICA, AMONIO E FENOL, NOS
MOMENTOS 7, 14 E 21 DIAS. AS LINHAS REPRESENTAM A MEDIANA.
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3.2.4 Avaliagao Termografica

N&o houve diferenga entre os grupos nos momentos 3, 7, 14 e 21 dias

(Figura 4). A imagem termografica obtida esta representada na figura 5.

FIGURA 4- EFEITO DA RUPTURA DO LIGAMENTO CRUZADO CRANIAL SOBRE A
TERMOGRAFIA ENTRE GRUPOS (FISIOLOGICA, AMONIO E FENOL), E SEUS RESPECTIVOS
CONTROLES NOS MOMENTQOS 3, 7, 14 E 21 DIAS, EM 0CELSIUS.

termografia
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FIGURA 5- IMAGEM TERMOGRAFICA DO JOELHO DE RATO SUAS RESPECTIVAS
TEMPERATURAS MEDIAS NO MOMENTO 21 DIAS DE AVALIAGAO.
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3.2.5 Avaliacao radiografica

As imagens radiograficas ndo apresentaram alteragcbes compativeis com

osteoartrite nos diferentes momentos: 7 14 e 21 dias.

3.2.6 Avaliagao Histopatologica

Pelo método de ruptura do ligamento cruzado cranial, todos os animais
apresentaram osteoartrite, de acordo com a graduagéo histolégica sugerida por
Ptrizker et al. (2006).

Destes, (1/45) apresentou o grau lll, (9/45) apresentaram grau Il e 35 dos 45
animais, apresentaram grau | de alteracao histoldgica.

Dentre os achados observados em ambos os grupos estdo: edema e
fibrilacdo superficiais, condensacdo focal da matriz superficial, hipertrofia e
proliferacdo de condrécitos (clusters celulares). Ja no grau 2 foi observado ainda, a
descontinuidade da cartilagem e maior desorganizagao celular. Por fim ao grau 3
soma-se a presenga de fissuras verticais na superficie articular e desorganizagao
moderada do colageno. Na figura 6 encontram-se dois exemplos graduagao
histologica da cartilagem.

FIGURA 6- FOTOMICROGRAFIA DA ARTJCULA(;AO FEMORO-TiBIO-PATELAR. NOTE
DIFERENCA DE CONTINUIDADE DA SUPERFICIE ARTICULAR, INTEGRA EM A (SETA), GRAU I,
E DESCONTINUA EM B (SETA). AUMENTO DE 10X.

N&do houve pelo método de ANOVA, diferenca estatistica entre grupos

(fisiolégico, amoénio e fenol), nem entre os momentos dentro de cada grupo
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(Figura7). No entanto 5 dos 15 animais mantidos por 21 dias apresentaram maior
graduacéo de alteragao histoldgica (grau Il).

Duas amostras apresentaram quantidade moderada de substancia amorfa
no espaco articular, sendo uma do grupo Aménio aos 7 dias e outra do Grupo Fenol

aos 21 dias.

FIGURA 7 - ESCORE HJSTOLC)GICO DE ACORDO COM METODO OARSI, DOS GRUPOS:
FISIOLOGICA, AMONIO E FENOL, NOS MOMENTOS 7, 14 E 21 DIAS. AS LINHAS

REPRESENTAM A MEDIANA.
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4 DISCUSSAO

Os modelos experimentais em animais tém sido amplamente utilizados tanto
paraa compreensao de aspectos fisiopatoldgicos como para avaliagdo clinica e de
novas terapias. De acordo com Galois et al. (2004) a ruptura do ligamento cruzado
anterior em ratos, pode mimetizar a osteoartrite em curtos periodos de tempo,
quando comparado aos humanos, e por que motivo esse modelo foi escolhido no
presente estudo.

Embora todos os animais tenham desenvolvido a doenca, a grande maioria
(35/45) apresentou baixa graduacdo de alteracdo. Resultado semelhante foi
observado por Yorimitsu (2008), utilizando também o modelo de ruptura de
ligamento cruzado anterior, onde apenas degeneragcao moderada da cartilagem foi
observada em duas semanas, e lesbes mais graves, como a perda da superficie e
fibrilagdes verticais vistas somente apds 4 semanas do procedimento

O mesmo ocorreu com Fernihough et al. (2004) que nao evidenciou
alteracao articular importante aos 21 dias, assim como Bove et al. (2006), que
observou a progressao da leséo entre 3 e 21 dias, porém sem diferenga estatistica.
Nosso estudo avaliou animais com apenas trés semanas, o que pode refletir um
periodo curto para alteragdes mais consistentes.

Em relacéo ao escore clinico e claudicacao, este modelo teve dificuldade em
suas avaliagdes. Uma possibilidade € lembrada por Pritzker et al. (2006) e cita a
grande quantidade de escalas existentes, que dificultam a comparagao ideal entre
resultados de outras pesquisas semelhantes. Ainda, para Coutinho (2009), em
modelos de OA induzidas cirurgica ou quimicamente, o dano articular se desenvolve
de maneira rapida e previsivel, porém lesdes secundarias (trauma, sinovite e
alteracdes em tecidos moles periarticulares podem dificultar a avaliagdo de drogas
modificadoras da doencga, também interferindo na resposta esperada.

E claro, para Cialdai et al, (2009) que condicdes experimentais podem afetar
a resposta observada. Fernihough (2004) afirma que nenhum modelo experimental
em roedores reproduz fielmente toda a complexidade da doenga em humanos. Este
fato € completo por Hedbom e Hauselmann (2002), que refere a comparagao do
efeito mecanico sobre as articulagdes entre bipedes e quadrupedes, como fator

importante na progressao da lesdo articular nas diferentes espécies.
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O fato de néo ter sido encontrado grandes alteragdes nos aspectos clinicos
e na claudicagado, nao pode ser comparado a outros experimentos que utilizaram
diferentes modelos experimentais como: a inje¢do intra-articular de idodoacetato-
monossddico, onde o quadro inflamatério parece se resolver na primeira semana
(Bove et al, 2003). Ja Knights et AL, (2012) com o modelo de meniscectomia parcial,
notou modificacbes estruturais importantes entre 8 e 12 semanas apds o
procedimento. O mesmo observou ainda que entre uma e duas semanas, mesmo na
presenca da dor, o dano a cartilagem era menor, 0 que pode esclarecer a presenca
de claudicacido nos ratos deste trabalho, mesmo que baixos indices no escore de
AO tenham sido encontrados.

Por fim, o teste de incapacitagao articular padrao, comprovados por Silva-Jr
(2007), Coutinho (2009) e Castro (2009) nao foi possivel no presente trabalho.
Acredita-se que o teste padrdo apresenta maior sensibilidade na avaliacdo da dor e
da interferéncia de medicagbes analgésicas, como as solugdes neurolitica no
tratamento da osteoartrite.

Como nao houve diferenga entre as espessuras articulares, pode-se dizer
que a inflamagéo é somente pds-operatoria, que na espécie € vista ja aos trés dias
e, de acordo com Bove et al (2006), € consequente da cirurgia e o processo de
cicatrizagao.

A relacdo entre alteracbes estruturais e dor ainda nado é totalmente
esclarecida. Por isso, estudos que avaliem as vias nociceptivas nesse modelo
experimental podem auxiliar no esclarecimento dos mecanismos de dor na
osteoartrite.

Em animais o mecanismo da dor e inflamagdo em joelhos osteoartriticos tem
sido amplamente estudado, e como citam Kelly et al. (2012) a presenga de
diferentes tipos de fibras estaenvolta no mecanismo da dor nesta doenca. A
avaliacado da dor em animais necessita da utilizagdo de escalas de avaliagao, que
dependem da interpretagdo realizada por observadores (POHL et al., 2011) e
Petersen (2011) que utiliza a escala visual analdgica. Tais escalas podem ser mais
sensiveis na dor aguda, e como este estudo avaliou a dor em momentos tardios,
possivelmente a nocicepgdo nao tenha sido adequadamente avaliada nesses
animais.

O presente estudo utilizou de escalas visuais para a avaliagcdo da dor,

também citada por Douni et al.,, (2003). No entanto, salienta-se que segundo



48

Mathews (2000), pode ser extremamente dificil avaliar o grau da dor vivenciada por
animais e a habilidade destes em lidar com a mesma. Verificamos, no entanto, que
outra forma de avaliacdo poderia ser mais adequada. Uma possibilidade seria
através do uso dos filamentos de Von Frey que é capaz de determinar processos
nociceptivos de origem tatil e mecéanica quantitativamente, ja que a deformacao de
suas hastes pode ser transformada em parametros de forca com unidade em
gramas, tornando a avaliagdo com um carater mais direto. Este método foi
considerado confiavel em ratos ainda na década de 90, por Brennan et al. (1996).

O tratamento possivel com uso de solugbes neuroliticas torna-se
interessante ao passo que terapias comumente utilizadas para alivio da dor em
articulagdes sao parcialmente efetivas. Algumas ainda apresentam efeitos colaterais
importantes, limitando a sua utilizacao, o que é confirmado por knights et al. (2012).

Como néo foi observada diferenga estatistica entre os grupos tratados com o
cloreto de amoénio a 4% e fenol a 5%, pode-se afirmar que as solu¢gdes nao
contribuiram para a progressao da lesédo. Entretanto, também nao se verificou neste
com os métodos utilizados neste estudo que pode haver melhora no quadro clinico
de dor. Sabe-se, no entanto que as complicacdes associadas ao seu uso existem e
podem ser devastantes segundo Koyyalagunta (2010). A adicdo de glicerol ao fenol
5% diminuiu o efeito necrotizante do mesmo apdés a aplicacao
intraneura(WESTERLUND et al., 2003). Estudos controlados com maior tempo de
evolucado podem ser indicados para confirmar tal fato.

Em relagdo a avaliagdo termografica sugerem-se maiores estudos nesse
modelo, visto que nenhuma diferenga estatistica foi encontrada. Sacharuk (2009)
observou aumento de temperatura em ratos que sofreram compresséo do nervo
ciatico nos tempos de 1, 3 e 7 dias. Também Hoogmoed&Snyder (2002) utilizaram-
se igualmente do modelo de avaliacdo termografica para uso de solugao neurolitica
intra-articular em equinos, com mensuragdes seriadas no instante da aplicacdo. O
mesmo observou auséncia de alteracbes na temperatura ja no segundo dia. Tais
fatos sugerem que tempo de afericdo em nosso estudo, que foi a partir do terceiro
dia tenha sido demasiadamente tardio para detectar alteragdes neste método
diagnostico.

Na avaliagéo radiografica, certa dificuldade também foi encontrada, visto que
tal ferramenta diagnostica € pouco documentada na confirmagdo da OA em ratos.

Em nosso trabalho ndo observamos alteragdes radiograficas em nenhum momento.
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Nagaseet al. (2012) verificou apenas alteragdes radiograficas aos 21 dias utilizando-
se de doses altas de lodo acetato intra-articular, ainda que, dor e outras alteragdes
tenham sido notadas antes do indicio radiografico da doencga., trabalhos que avaliem
a progressao radiografica por um periodo maior devem ser realizados., Fernihough
et al (2004) sugere também que maiores pesquisas sejam realizadas para verificar a
correlagao direta entre formacéo de ostedfitos (visiveis ao raio-x) e presenga de dor
em portadores de osteoartrite.

A avaliacao histolégica confirmou a presenga de osteoartrite, ainda que em
graduacgdes baixas de acordo com o método OARSI. Tal fato confirma, no entanto, a
eficacia do modelo de TLCA em ratos. O que se sugerisse apenas € um periodo
maior de evolugdo da doenga e consequentemente, maior progressao dos sinais,
visto que no presente trabalho, os animais foram mantidos por apenas trés
semanas. Corroborando estes resultados, também fazendo uso do mesmo método
de avaliagao histoldgica, Yorimitsu et al. (2008) observou diferenca estatistica entre
grupos de 2 e 4 semanas.

Mudancgas relacionadas a hidratagao da matriz foram vistas em apenas um
paciente, de grau 3, ( o maior no presente trabalho). Isso contribui de acordo com
Bank et al (2000) para a deformacédo do colageno, que é indicio de lesdo articulares
mais avancgadas.

Embora apenas dois animais apresentaram material ndo absorvido em
regiao intra-articular, maiores estudos a respeito devem ser obtidos para um
adequado conhecimento de suas propriedades. Foi demostrado por Yadav et al.
(2008) que compostos com amdnia quaternaria adicionados ao fenol, interagem com
sitios anidnicos dos proteoglicanos a cartilagem, concentrando-se no tecido
inflamado, e diminuindo a necessidade de sua dose efetiva, minimizando os efeitos
colaterais.

O presente estudo néao teve duracao suficiente para o registro de alteragdes
articulares mais exuberantes como remodelamento 6sseo subcondral e formacéo de
ostedfitos, visualizado em estagios mais avancados da osteoartrite (Braunand Gold
2012). Contudo,por meio da avaliagao histopatoldgica, foi possivel observar o
padrao progressivo-degenerativo caracteristico da osteoartrite. Do total de animais
avaliados, 20% apresentaram graduacao |l de alteracdo histologica, sendo que a
quase totalidade de alteracdo nesses individuos foram observadas a partir do 14°
dia.
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Entre as limitacbes deste estudo inclui-se o complexo tempo de curso de
evolugdo da doencga articular degenerativa, como sugere (KNIGHTS et al.,2012).
Soma-se ainda a grande variagdo de métodos e escalas para avaliagdo da dor, bem
como a sua disponibilidade, especialmente as que avaliem lesdes ortopédicas e
claudicacdo em animais de laboratorio.

A avaliagédo da analgesia nao foi o objetivo do estudo, sendo o obijetivo
principal avaliar um possivel efeito deletério causado pela aplicagao intra-articular de
neuroliticos a base de amoénia e fenol. Segundo Monagle&Ee (2013) o fenol
apresentou analgesia e retorno a fungdo do membro durante 12 meses apos
aplicacdo em articulagdo coxo-femoral de paciente humana idosa portadora de
osteoartrite severa. A aplicacdo de fenol tem sido usada empiricamente pela
comunidade meédica desde 1936 como um agente neurolitico, porém nao havia

estudo de seus efeitos na superficie articular.
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5 CONCLUSAO

Neste estudo, de acordo com a metodologia empregada, nado foi observado
interferéncia na evolugédo do grau histolégico de osteoartrite em ratos, com o uso de
solugdes neuroliticas a base de fenol a 5% e de cloreto de amdnia a 4%, fato este
que poderia contra-indicar seu uso por esta via de aplicacdo. Entretanto, também
nao demonstrou melhora clinica no grau de claudicagdo e dor articular, sugerindo
desta forma novos estudos para verificar o alivio da dor articular, quando
empregadas estas solugoes.

Pode-se afirmar que, a osteoartrite € uma doenga de progressao lenta,
dinamica e degenerativa que pode comprometer qualquer articulacao nas diferentes
espécies animais. Dor, claudicacdo e perda da funcdo sao constantemente
associadas ao quadro, variando com a gravidade do mesmo. A mesma pode afeta
em meédia 20 % da populacdo de cées idosos e sua patogenia é complexa,
envolvendo defeitos na estrutura da cartilagem, trauma e instabilidade na articulagao
e, sobretudo a instalacdo da inflamagdo. O seu manejo envolve uma terapia
multimodal onde se considera a terapia farmacoldgica ou cirurgica, reabilitacao fisica
e alteragdes do manejo, o que reflete a importancia desta condi¢do nos animais de

companhia.
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ANEXO 1 - NORMAS ARCHIVESOFVETERINARY SCIENCE

Diretrizes para Autores
INSTRUGCAO AOS AUTORES

O periédico ARCHIVES OF VETERINARY SCIENCE (AVS) é publicado
trimestralmente, sob orientagdo do seu Corpo Editorial, com a finalidade de divulgar
artigos completos e de revisdo relacionados a ciéncia animal sobre os temas: clinica,
cirurgia e patologia veterinaria; sanidade animal e medicina veterinaria preventiva;
nutricdo e alimentagc&o animal; sistemas de produ¢do animal e meio ambiente;
reproducao e melhoramento genético animal; tecnologia de alimentos; economia e
sociologia rural e métodos de investigacao cientifica. A publicacdo dos artigos
cientificos dependera da observancia das normas editoriais e dos pareceres dos
consultores “ad hoc”. Todos os pareceres tém carater sigiloso e imparcial, e os
conceitos e/ou patentes emitidos nos artigos, sdo de inteira responsabilidade dos
autores, eximindo-se o periodico de quaisquer danos autorais. A submisséao de
artigos deve ser feita diretamente na pagina da revista (www.ser.ufpr.br/veterinary.).

Mais informacgdes séo fornecidas na se¢ao “Informacdes sobre a revista”.
APRESENTACAO DOS ARTIGOS

*Para agilizar a tramitagao e publicagao de seu artigo, recomendamos
fortemente que as normas sejam obedecidas, inclusive para as referéncias®

1.Digitagao: O artigo com no maximo vinte e cinco paginas deveréo ser digitado em
folhna com tamanho A4 210 x 297 mm, com margens laterais direita, esquerda,
superior e inferior de 2,5 cm. As paginas deverao ser numeradas de forma
progressiva no canto superior direito. Devera ser utilizado fonte arial 12 em espaco
duplo; em uma coluna. Tabelas e Figuras com legendas serao inseridas diretamente
no texto e ndo em folhas separadas.

2. Identificagao dos autores e instituicoes (maximo 6 autores por artigo):Todos
os dados referentes a autores devem ser inseridos exclusivamente nos metadados
no momento da submissao online. Nao deve haver nenhuma identificacao dos
autores no corpo do artigo enviado para a revista. Os autores devem inclusive
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remover a identificacdo de autoria do arquivo e da opgao Propriedades no Word,
garantindo desta forma o critério de sigilo da revista.

3. Tabelas: Devem sernumeradas em algarismo arabico seguido de hifen. O titulo
sera inserido na parte superior da tabela em caixa baixa (espago simples) com ponto
final. O recuo da segunda linha devera ocorrer sob a primeira letra do titulo. (Ex.:
Tabela 1 — Titulo.). As abreviagdes devem ser descritas em notas no rodapé da
tabela. Estas serao referenciadas por numeros sobrescritos (1,2,3). Quando couber,
os cabecalhos das colunas deverao possuir as unidades de medida. Tanto o titulo
quanto as notas de rodapé devem fazer parte da tabela, inseridos em "linhas de
tabela".

4. Figuras: Devem ser numeradas em algarismo arabico seguido de hifen. O titulo
sera inserido na parte inferior da figura em caixa baixa (espago simples) com ponto
final. O recuo da segunda linha devera ocorrer sob a primeira letra do titulo (Ex.:
Figura 1 — Titulo). As designacgdes das variaveis X e Y devem ter iniciais maiusculas
e unidades entre parénteses. Sdo admitidas apenas figuras em preto-e-branco.
Figuras coloridas teraoas despesas de clicheria e impressao a cores pagas
pelo autor. Nesse caso devera ser solicitada ao Editor (via oficio) a impressao a
cores.

NORMAS EDITORIAIS

Artigo completo - Devera ser inédito, escrito em idioma portugués (nomenclatura
oficial) ou em inglés. O artigo cientifico devera conter os seguintes topicos: Titulo
(portugués e Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introdugao;
Material e Métodos; Resultados; Discussao; Concluséo; Agradecimento(s) (quando
houver); Nota informando aprovagéo por Comité de Etica (quando houver);
Referéncias.

Artigo de Revisao - Os artigos de revisao deverao ser digitados seguindo a mesma
norma do artigo cientifico e conter os seguintes topicos: Titulo (portugués e Inglés);
Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introdug¢ao; Desenvolvimento;
Concluséao; Agradecimento(s) (quando houver); Referencias. A publicagao de
artigos de revisao fica condicionada a relevancia do tema, mérito cientifico dos
autores e disponibilidade da Revista para publicagcao de artigos de Revisao.
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ESTRUTURA DO ARTIGO

TiTULO - em portugués, centralizado na pagina, e com letras maitsculas. Logo
abaixo, titulo em inglés, entre paréntesis e centralizado na pagina, com letras
minusculas e italicas. Nao deve ser precedido do termo titulo.

RESUMO - no maximo 1800 caracteres incluindo os espacos, em lingua portuguesa.
As informacgdes devem ser precisas e sumarizar objetivos, material e métodos,
resultados e conclusdes. O texto deve ser justificado e digitado em paragrafo unico e
espaco duplo. Deve ser precedido do termo “Resumo” em caixa alta e negrito.

PALAVRAS-CHAVE - inseridas abaixo do resumo. Maximo de cinco palavras em
letras minusculas, separadas por ponto-e-virgula, em ordem alfabética, retiradas
exclusivamente do artigo, ndo devem fazer parte do titulo, e alinhado a esquerda.
Nao deve conter ponto final. Deve ser precedido do termo “Palavras-chave” em
caixa baixa e negrito.

ABSTRACT - deve ser redigido em inglés, refletindo fielmente o resumo e com no
maximo 1800 caracteres. O texto deve ser justificado e digitado em espaco duplo,
em paragrafo unico. Deve ser precedido do termo “Abstract” em caixa alta e negrito.

KEY WORDS - inseridas abaixo do abstract. Maximo de cinco palavras em letras
minusculas, separadas por ponto-e-virgula, em ordem alfabética, retiradas
exclusivamente do artigo, ndo devem fazer parte do titulo em inglés, e alinhado a
esquerda. Nao precisam ser traducdes exatas das palavras-chave e ndo deve conter
ponto final. Deve ser precedido do termo “Key words” em caixa baixa e negrito.

INTRODUGAO - abrange também uma breve revisao de literatura e, ao final, os
objetivos. O texto devera iniciar sob a primeira letra da palavra “Introdugéo” (escrita
em caixa alta e negrito), com recuo da primeira linha do paragrafo a 1,0 cm da
margem esquerda.

MATERIAL E METODOS -0 autor devera ser preciso na descricdo de novas
metodologias e adaptacgdes realizadas nas metodologias ja consagradas na
experimentagédo animal. Fornecer referéncia especifica original para todos os
procedimentos utilizados. Nao usar nomes comerciais de produtos. O texto devera
iniciar sob a primeira letra do termo “Material e Métodos” (escrito em caixa alta e
negrito), com recuo da primeira linha do paragrafo a 1,0 cm da margem esquerda.
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RESULTADOS (O item Resultados e o item Discussao podem ser presentados
juntos, na forma RESULTADOS e DISCUSSAO, ou em itens separados)

o texto devera iniciar sob a primeira letra da palavra “Resultados” (escrita em caixa
alta e negrito), com recuo da primeira linha do paragrafo a 1,0 cm da margem
esquerda. Simbolos e unidades devem ser listados conforme os exemplos: Usar
36%, e nao 36 % (nao usar espaco entre o no e %); Usar 88 kg, e nao 88Kg (com
espaco entre o no e kg, que deve vir em minusculo); Usar 42 mL, e n&o 42 ml (litro
deve vir em L maiusculo, conforme padronizacao internacional); Usar 250C, e nao
25 oC (sem espagco entre o no e oC ); Usar (P<0,05) e ndo (p < 0,05); Usar r? = 0,89
e nao r>=0,89; Nas tabelas inserir o valor da probabilidade como “valor de P”; Nas
tabelas e texto utilizar média + desvio padrao (15,0 + 0,5). Devem ser evitadas
abreviagcdes nao-consagradas, como por exemplo: “o T3 foi maior que o T4, que nao
diferiu do TS e do T6”. Este tipo de redagao é muito cbmodo para o autor, mas é de
dificil compreensao para o leitor. Escreva os resultados e apresente suporte com
dados. Nao seja redundante incluindo os mesmos dados ou resultados em tabelas
ou figuras.

DISCUSSAO - o texto devera iniciar sob a primeira letra da palavra “Discuss&o”
(escrita em caixa alta e negrito), com recuo da primeira linha do paragrafo a 1,0 cm
da margem esquerda. Apresente a sua interpretacdo dos seus dados. Mostre a
relacédo entre fatos ou generalizagbes reveladas pelos seus resultados. Aponte
excecdes ou aspectos ainda nao resolvidos. Mostre como os seus resultados ou
interpretagdes concordam com trabalhos previamente publicados ou discordam
deles, mas apresente apenas trabalhos originais, evitando cita¢des de terceiros.
Discuta os aspectos tedricos e/ou praticos do seu trabalho. Pequenas especulagdes
podem ser interessantes, porém devem manter relagao factual com os seus
resultados. Afirmacgdes tais como: "Atualmente nés estamos tentando resolver este
problema..." ndo s&o aceitas. Referéncias a "dados nao publicados" ndo sao aceitas.
Conclua sua discussao com uma curta afirmagao sobre a significancia dos seus
resultados.

CONCLUSOES - preferencialmente redigir a conclusdo em paragrafo unico,
baseada nos objetivos. Devem se apresentar de forma clara e sem abreviag¢des. O
texto devera iniciar sob a primeira letra da palavra “Conclusao” (escrita em caixa alta
e negrito), com recuo da primeira linha do paragrafo a 1,0 cm da margem esquerda.
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AGRADECIMENTOS - os agradecimentos pelo apoio a pesquisa serao incluidos
nesta se¢cdo. Seja breve nos seus agradecimentos. Ndo deve haver agradecimento a
autores do trabalho. O texto devera iniciar sob a primeira letra da palavra
“Agradecimento” (escrita em caixa baixa).

NOTAS INFORMATIVAS - quando for o caso, antes das referéncias, devera ser
incluido paragrafo com informacgdes e numero de protocolo de aprovagao da
pesquisa pela Comisséao de Etica e ou Biosseguranca. (quando a Comisséo de Etica
pertencer a prépria instituicdo onde a pesquisa foi realizada, devera constar apenas
0 numero do protocolo).

REFERENCIAS - o texto devera iniciar sob a primeira letra da palavra “Referéncias”
(escrita em caixa alta e negrito). Omitir a palavra bibliograficas. Alinhada somente a
esquerda. Usar como base as normas da Associacao Brasileira de Normas Técnicas
— ABNT (NBR 10520 (NB 896) - 08/2002). Devem ser redigidas em pagina separada
e ordenadas alfabeticamente pelo(s) sobrenome(s) do(s) autor(es). Os destaques
deverdo ser em NEGRITO e os nomes cientificos, em ITALICO. NAO ABREVIAR O
TITULO DOS PERIODICOS. Indica-se o(s) autor(es) com entrada pelo Gltimo
sobrenome seguido do(s) prenome(s) abreviado (s), exceto para nomes de origem
espanhola, em que entram os dois ultimos sobrenomes. Mencionam-se os autores
separados por ponto e virgula. Digita-las em espacgo simples e formata-las segundo
as seguintes instrucdes: no menuFORMATAR, escolha a opcdo PARAGRAFO...
ESPACAMENTO...ANTES...6 pts.Exemplo de como referenciar:

ARTIGOS DE PERIODICOS:
(citar os 3 primeiros autores seguido de "et al.")

JOCHLE, W.; LAMOND, D.R.; ANDERSEN, A.C. et al. Mestranol as an abortifacient
in the bitch.Theriogenology, v.4, n.1, p.1-9, 1975.

Livros e capitulos de livro. Os elementos essenciais sao: autor(es), titulo e
subtitulo (se houver), seguidos da expressao "In:", e da referéncia completa como
um todo. No final da referéncia, deve-se informar a paginagao. Quando a editora néo
€ identificada, deve-se indicar a expressao sinenomine, abreviada, entre colchetes
[s.n.]. Quando o editor e local ndo puderem ser indicados na publicagéo, utilizam-se
ambas as expressodes, abreviadas, e entre colchetes [S.1.: s.n.].
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REFERENCIA DE LIVROS (in totum):

BICHARD, S.J.; SHERDING, R.G. Small animal practice.Philadelphia : W.B.
Saunders, 1997. 1467 p.

REFERENCIA DE PARTES DE LIVROS: (Capitulo com autoria)

SMITH, M. Anestrus, pseudopregnancy and cystic follicles. In: MORROW, D.A.
Current Therapy in Theriogenology. 2.ed. Philadelphia : W.B. Saunders, 1986,
Cap.x, p.585-586.

REFERENCIA DE PARTES DE LIVROS: (Capitulo sem autoria)

COCHRAN, W.C. The estimation of sample size.In .Sampling techniques.3.ed.
New York : John Willey, 1977. Cap.4., p.72-90.

OBRAS DE RESPONSABILIDADE DE UMA ENTIDADE COLETIVA: A entidade é
tida como autora e deve ser escrita por extenso, acompanhada por sua respectiva
abreviatura. No texto, é citada somente a abreviatura correspondente. Quando a
editora € a mesma instituicdo responsavel pela autoria e ja tiver sido mencionada,
nao é indicada.

ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTRY - AOAC.Official methods
of analysis. 16.ed. Arlington: AOAC International, 1995. 1025p.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA - UFV. Sistema de anadlises estatisticas e
genéticas - SAEG. Versao 8.0. Vigcosa, MG, 2000. 142p.

REFERENCIA DE TESE/DISSERTAGAO/MONOGRAFIA:

BACILA, M. Contribuigcdo ao estudo do metabolismo glicidico em eritrocitos de
animais domésticos. 1989. Curitiba, 77f. Dissertagcado (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias) - Curso de Pés-graduacao em Ciéncias Veterinarias, Universidade
Federal do Parana.

REFERENCIA DE PUBLICAGOES EM CONGRESSOS:

KOZICKI, L.E.; SHIBATA, F.K. Perfil de progesterona em vacas leiteiras no periodo
do puerpério, determinado pelo radioimunoensaio (RIA). In. CONGRESSO
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Bufalos, 1994. p.301-303.

REFERENCIA DE ARTIGOS DE PERIODICOS ELETRONICOS:Quando se tratar
de obras consultadas on-line, sao essenciais as informacdes sobre 0 enderego
eletrénico, apresentado entre os sinais <>, precedido da expresséo “Disponivel em:
xX/xx/xxxx”e a data de acesso do documento, precedida da expressao “Acesso em:
XX/XX/XXXX.”

PRADA, F.; MENDONCA Jr., C. X.; CARCIOFI, A. C. [1998]. Concentragao de cobre
e molibdénio em algumas plantas forrageiras do Estado do Mato Grosso do Sul.
Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science, v.35, n.6,
1998.Disponivel em: http://www.scielo.br/ Acesso em: 05/09/2000.

MUELLER, Suzana Pinheiro Machado. A comunicacao cientifica e o movimento de
acesso livre ao conhecimento. Ciéncia da Informagao, Brasilia, v. 35, n. 2, 2006.
Disponivel em: <http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0100-
19652006000200004 &Ing=pt&nrm=iso>. Acesso em: 13/05/2007.

REBOLLAR, P.G.; BLAS, C. [2002]. Digestion de la soja integral em ruminantes.
Disponivel em: http://www.ussoymeal.org/ruminant_s.pdf. Acesso em: 12/10/2002.

SILVA, R.N.; OLIVEIRA, R. [1996]. Os limites pedagdgicos do paradigma da
qualidade total na educagéo. In: CONGRESSO DE INICIACAO CIENTIFICA DA
URPe, 4., 1996, Recife. Anais eletronico...Recife: Universidade Federal do
Pernambuco, 1996. Disponivel em: http://www.propesq.ufpe.br/anais/anais.htm>
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CITACAO DE TRABALHOS PUBLICADOS EM CD ROM:Na citacdo de material
bibliografico publicado em CD ROM, o autor deve proceder como o exemplo abaixo:

EUCLIDES, V.P.B.; MACEDO, M.C.M.; OLIVEIRA, M.P. Avaliagédo de cultivares de
Panicummaximum em pastejo. In: REUNIAO ANUAL DA SOCIEDADE BRASILEIRA
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DE ZOOTECNIA, 36., 1999, Porto Alegre. Anais... Sao Paulo: Gmosis, 1999, 17par.
CD-ROM. Forragicultura. Avaliagdo com animais. FOR-020.
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E.mailAutor, < e-mail do autor. “Assunto”, Data de postagem, e-mail pessoal, (data
da leitura)

Web Site Autor [se conhecido], “Titulo” (titulo principal, se aplicavel), ultima data da
revisao [se conhecida], < URL (data que foi acessado)

FTPAutor [se conhecido] “Titulo do documento” (Data da publicagao) [se disponivel],
Endereco FTP (data que foi acessado)

CITAGCOES NO TEXTO: As citagdes no texto deverdo ser feitas em caixa baixa.
Quando se tratar de dois autores, ambos devem ser citados, seguido apenas do ano
da publicacédo; trés ou mais autores, citar o sobrenome do primeiro autor seguido de
et al. obedecendo aos exemplos abaixo:

Silva e Oliveira (1999)
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Politica de Privacidade

Os nomes e enderecos de e-mail neste site serao usados exclusivamente para os
propésitos da revista, ndo estando disponiveis para outros fins.
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ANEXO 2 — SISTEMA OARSI PARA AVALIAGCAO DA CARTILAGEM OA -
GRAU

Grau(caracteristica Principal)
Subgrau Critérios associados
(reacao tecidual)

Grau 0

Superficie e morfologia intactas

Matriz: arquitetura normal

Células: intactas, orientacao apropriada

Grau 1

Superficie intacta

1,0: células intactas

1,5: necrose

Matriz: zona superficial intacta, edema e/ou fibrilagéo

Células: hipertrofia, proliferagao (clusters), perda de polarizagao.
Mais que fibrilagcao superficial somente.

Grau 2

Descontinuidade superficial

2,0: fibrilagao através da zona superficial

2,5: abrasao com perda superficial de matriz

Como acima

+ descontinuagao da zona superficial

+ deplecéao de cloragao catidnica (Safranina O ou azul de toluidina) até a zona média
+ desorientagao dos condrocitos

Grau 3

Fissuras verticais

3,0: fissuras simples

3,5: fissuras angulares ou complexas

Como acima

* deplecédo de cloragao catidnica (Safranina O ou azul de toluidina) até a zona
profunda

1 neoformacgéao de colageno (microscopia de luz polarizada, coloragéo
PicroSiriusRed)

Células: necrose, proliferagao (clusters), especialmente proximo as fissuras

Grau 4

Erosao

4,0: delaminacéo da zona superficial

4,5 escavagao na zona média
Formacao cistica na matriz da cartilagem

Grau 5

Denudacao

5,0: superficie 0ssea intacta

5,5: presenca de fibrocartilagem de reparo



Superficie 6ssea esclerdtica. Microfratura com reparo limitado a superficie éssea.

Grau 6

Deformacgao

6,0: ostedfitos marginais

6,5: ostedfitos centrais e marginais

Remodelagem 6ssea. Deformagao do contorno da superficie articular (mais que
osteofitose somente)

Reparo 6sseo extendendo-se acima da superficie prévia

Fonte: PRITZKER et al., 2006.

Estagio Comprometimento superficial
Estagio 0 Sem atividade OA observada
Estagio 1 <10%

Estagio 2 10-25%

Estagio 3 25%-50%

Estagio 4 >50%

Fonte: PRITZKER et al., 2006.
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