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RESUMO

A osteoartrite (OA) é um dos grandes problemas de salde e a sua prevaléncia tem
aumentado nas ultimas décadas. Ela se caracteriza pela degeneracdo da cartilagem
articular e estd associada com a dor crbnica e os disturbios de sono. Tem sido
demonstrado que a relacdo entre a dor e o sono produz mudancas no padrdo de sono e
na percepcdo da dor. No entanto, os estudos eletrofisiolégicos com modelos animais de
dor ainda s&o limitados. Assim, o objetivo do presente estudo foi o de analisar a
arquitetura do sono e a sensibilidade dolorosa frente a um estimulo térmico em um modelo
experimental de OA em ratos machos Wistar (Artigo 1), além de também avaliar a
influéncia do género no padrdo de sono e no perfil hormonal (progesterona, estradiol e
testosterona) no modelo experimental de OA, tanto em ratos machos como em fémeas
(Artigo 2). Foram implantados eletrodos para registro do eletrocorticograma e do
eletromiograma. A OA foi induzida por meio da administragéo intra-articular de iodoacetato
no joelho esquerdo. Os registros de sono, com a duragdo de 12 horas cada, foram
monitorados durante o periodo claro e escuro, tendo sido avaliados no inicio do estudo
(antes da administracédo) e nos dias 1, 10, 15, 20 e 28 apo6s a injecao do iodoacetato. Os
animais com a OA foram comparados aos grupos SHAM (administracdo de veiculo) e
controle (ndo manipulado). No Artigo 1, avaliou-se ainda, em um grupo adicional de
animais e nos mesmos dias, o limiar de dor por meio do teste da placa quente. Os
resultados do Artigo 1 demonstraram que a OA induziu a uma redugdo significativa no
limiar da dor térmica a partir do 10° dia até ao final do experimento. As andlises dos
registros de sono mostraram que os ratos machos OA tiveram altera¢cdes no padréo de
sono, como a reducao da eficiéncia de sono, do sono de ondas lentas, do sono paradoxal,
assim como um aumento do numero de despertares durante o periodo claro, quando
comparado com o periodo basal e com os grupos SHAM e controle. Os resultados do
Artigo 2 demonstraram que os ratos OA, independentemente do género, apresentaram
uma fragmentacgé&o no padrdo de sono com uma reducéo da eficiéncia de sono, do sono de
ondas lentas e do sono paradoxal, bem como uma menor duragdo nos episédios de sono
paradoxal. No entanto, os machos, em comparacdo as fémeas, apresentaram menor
eficiéncia de sono e de ondas lentas do sono no periodo escuro. Além disso, a OA afetou
0s niveis hormonais nos machos, uma vez que as concentracdes de testosterona foram
significativamente reduzidas em comparacdo com o0s grupos controle e SHAM. Nas
fémeas, a progesterona e o estradiol permaneceram inalterados durante o estudo. Os
resultados sugeriram que o modelo com a OA acarreta marcantes alteracdes da
arquitetura de sono, tanto nos machos como nas fémeas, associadas a menos limiar de

dor e niveis de horménios (sexuais).
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ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a major health issue and its prevalence has increased in the past
decades. OA is characterized by the degeneration of joint cartilage, a condition associated
to chronic pain and sleep disturbances. It has been shown that the relation between pain
and sleep produces adverse effects in the sleep pattern and in pain perception. Because
electrophysiological investigations in animal pain models are still limited the current study
purported to examine sleep architecture and sensitivity to thermal stimulation within the
framework of an experimental OA model in male rats (Paper 1). And also, to assess how
this OA model influences the sleep pattern and hormonal profile (progesterone, estradiol
and testosterone) in both genders (Paper 2). Wistar rats were used in all of the
experimental protocols. Electrodes were implanted for the recording of electrocortigrams.
OA was induced by means of intra-articular administration of iodineacetate in the left knee.
Sleep recordings were monitored during the light and dark periods (12h each) and these
were analyzed at the beginning of the study before administration iodineacetate and on
days 1, 10, 15, 20 and 28 after the injection of iodineacetate. OA animals were compared
to SHAM groups (vehicle) and controls (not manipulated). Paper 1 also assessed the
threshold of pain in the hot plate test in and additional group of animals on the same days.
The results of Paper 1 showed that OA induced a significant reduction in the threshold of
thermal pain from the 10" day to the end of the experiment. Analysis of the sleep
recordings showed that the male OA rats suffered alteration in the sleep pattern like
reduction in the efficiency of sleep, slow wave sleep, paradoxical sleep, but increased
number of awakenings during the light period when compared to the baseline period,
SHAM groups and controls. Results collected from paper 2 show that OA rats, regardless
of the gender, presented fragmentation in the sleep pattern with reduced sleep efficiency,
slow wave sleep and paradoxical sleep, as well as shorter paradoxical sleep episodes.
However, in the dark period, male rats presented lower sleep efficiency and slow wave
sleep in comparison to females. In addition, OA affected concentrations of male hormones,
once those of testosterone were significantly reduced in comparison to controls and SHAM.
In females, progesterone and estradiol remained unaltered throughout the investigation.
Our results suggest that the OA model does promote marked alterations in sleep
architecture in males as well as in females, and is associated to lower pain thresholds and

smaller levels of hormones in the blood.
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1.1 Sono — Aspectos gerais

A concepgao do sono como um fenémeno simples, passivo e uniforme,
do inicio deste século, foi reformulada a partir de 1969, com a descoberta dos
eletroscilogramas humanos por Berger, que os denominou de eletroencefalogramas
(EEG-denominacédo especifica para os registros feitos por intermédio de elétrodos
situados sobre o escalpo) e, em 1937, por Loomis, Harvey e Hobaert (Berger, 1969),
que descreveram as oscilacdes interativas dos potenciais eletrencefalogréficos

humanos, registrados durante varias horas de sono.

Em 1953, Aserinsky e Kleitman descreveram a ocorréncia ciclica de
movimentos oculares rapidos durante o sono, associados ao aumento da atividade
cortical. No entanto, Dement e Kleitman, em 1957, demonstraram que a atividade
ocular ocorria simultaneamente a fase dessincronizada do sono e que ela estava
relacionada com o conteudo dos sonhos no ser humano, tendo a denominado de

“sono de movimentos oculares rapidos” (REM, do inglés Rapid Eye Movements).

O padrao de sono observado no sono REM por Dement e Kleitman
(1957) também foi identificado por Jouvet nos gatos, tendo ele o chamado de “sono
paradoxal’, uma vez que o registro eletrencefalografico cortical € semelhante ao
alerta, apesar da atonia muscular que sugeria um sono profundo (Jouvet, 1962).
Outros nomes, como sono paradoxal, sono ativo, sono rapido ou parassono,

também foram usados.

O sono de ondas lentas (SOL, sono quieto, sono lento ou profundo) é
assim denominado por suas caracteristicas eletrencefalograficas evidenciarem um
potencial elétrico ritmico inibitorio-excitatério, gerado por neurbnios talamicos e
corticais, formando ondas sincronizadas de alta amplitude e baixa voltagem

chamadas de ondas lentas ou delta (Steriade, 1992).

As ondas elétricas cerebrais sofrem alteracdes que configuram as
diferentes fases do sono, as quais podem ser evidenciadas pela avaliacdo

continuada de diversos parametros funcionais como a respiracdo, 0S movimentos
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dos olhos e a mobilizagdo dos musculos do pescoco e da face. Estas que se
repetem a intervalos mais ou menos regulares, constituem os ciclos de sono (Timo-
laria, 1985). A descoberta dos ciclos de sono despertou consideravel interesse
pelos mecanismos neurais envolvidos na geracéo e na manutencao do ciclo vigilia-

sono.

Inicialmente, acreditava-se que existiam centros responsaveis pela
inducdo de sono. Este conceito foi abandonado, pois sabe-se que o ciclo vigilia-
sono, incluindo as caracteristicas especificas observadas nas suas diferentes

fases, depende da integracéo de varios sistemas neurais.

N&o é facil estabelecer a seqiéncia das fases do sono, sobretudo
porque cada uma, longe de ser imutavel, sofre oscilacdes que, por curtos periodos,
pode ultrapassar os seus proprios limites, compondo-se com a fase precedente ou

subsequente (Timo-laria, 1985).

1.2 Arquitetura do Sono
1.2.1 Ciclo vigilia-sono nos seres humanos

O ciclo vigilia-sono depende de um ritmo circadiano, o qual é gerado
pelo ndcleo supraquiasmatico e modulado por estimulos externos (como por
exemplo, a luz). Nos seres humanos, esse ciclo é de 24 horas, sendo oito horas de

sono alternadas com um periodo de aproximadamente 16 horas de vigilia.

Durante o periodo de sono, normalmente ocorrem de quatro a seis
ciclos com duracdo de 90 a 100 minutos cada, sendo cada um deles composto
pela fase de sono NREM com uma duragédo de 45 a 85 minutos, e pela do sono
REM de 5 a 45 minutos. A primeira fase de sono que se manifesta nos individuos
normais € o NREM, o que € caracterizado pela desaceleracdo progressiva da

atividade cortical. O sono NREM é composto por quatro estagios nos quais ocorre
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progressiva desaceleracdo da freqiéncia e o aumento da amplitude da onda

observada no eletroencefalograma (EEG) (Rechtschaffen e Kales, 1968).

O Estagio 1 é considerado uma fase de transicdo entre a vigilia e o
sono podendo ser alcancado apds alguns minutos do inicio do registro. Neste
estagio nota-se o desaparecimento do ritmo alfa (caracteristico da vigilia), a
atenuacao da atividade elétrica cerebral caracterizada pela presenca do ritmo teta
(3 a 7Hz) (Figura 1), e a presenca de movimentos oculares lentos. No estagio 1 do
sono também se pode observar ondas agudas occipitais com uma amplitude de 20
a 75 microvolts e com uma duracédo de 80 a 120 milissegundos. A transicao do
estagio 1 para o estagio 2 é caracterizada pelo aparecimento das ondas agudas do
vértice, que sdo ondas com projecdo nas regides centrais, com uma duracdo de 50
a 20 milissegundos e com uma amplitude maior do que os 250 microvolts

(Yasoshima et al., 1984).

O Estagio 2 é caracterizado pela sincronizacdo da atividade elétrica
cerebral e pela ocorréncia de grafoelementos tipicos deste estagio, como os fusos
do sono e os complexos K (Figura 1). Os fusos do sono tém origem no talamo e
sdo disparos neuronais subitos (de 0,5 a 1,5 segundo) com uma freqiiéncia entre
os 11,5 e os 14,5Hz (Elingson, 1982; Werth et al., 1997). O complexo K consiste
numa sequéncia de ondas com duas ou trés fases com morfologia aguda, uma
duracdo maior do que 0,5 segundo, uma amplitude geralmente maior que 75uV, e

gue apresenta projecdes nas regides centrais.

Os Estagios 3 e 4 (sono de ondas lentas - SOL) sdo caracterizados
pelo ritmo delta (0,5 a 2 Hz) e pela baixa atividade neuronal. A presenca de 20 a
50% de ondas delta com uma amplitude superior a 75uV caracteriza o estagio 3, e

a presenca de mais de 50% dessas ondas determina o estagio 4 (Figura 1).

O Sono REM ¢é representado pela hipotonia, que pode
progressivamente acentuar-se desde o inicio do sono, atinge o seu maximo apos

70 a 120 minutos, quando tem inicio o sono REM. Pode-se, em muitos individuos,
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observar um padrdo eletroencefalografico caracteristico dessa fase, denominado
ondas em dente de serra de frequéncia entre os 2 e 0s 6Hz e com maior amplitude
nas regides centrais (Schwartz, 1962; Yasoshima et al., 1984). Este estagio do
sono € caracterizado por apresentar eventos tonicos (presentes durante todo o
episédio de sono REM) e fésicos (intermitentes). Os principais eventos sdo a
hipotonia muscular, a dessincronizagcéo do EEG e a perda do controle autonémico
da temperatura. O evento fasico caracteristico do sono REM é o movimento ocular
rapido, mas, além deste, pequenos abalos musculares, ondas ponto-geniculo-
occipitais (PGO), entre outros eventos, também podem ser observados (Aserinsky
e Kleitman, 1953; Dement e Kleitman, 1957). A frequéncia e a duracdo dos
episodios de sono REM aumentam do primeiro ao ultimo ciclo de sono, podendo

durar até uma hora no fim da noite (Figura 1).

HIPNOGRAMA

Vigilia . . . . .
1°ciclo 2% ciclo 3°ciclo 4° ciclo 5° ciclo

REM

Estagio 1

N\

N

Estagio 2

Estagio 3

Estagio 4

NN Sono superficial Sono profundo Sono REM

Figura 1: Hipnograma das fases do ciclo vigilia-sono nos seres humanos.
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1.2.2 Padrdes eletrofisiolégicos do sono nos ratos

Na década de 70 foi realizada uma detalhada e minuciosa analise das
varias fases do sono dos ratos, a qual revelou a existéncia de semelhancas, muito
maior do que se acreditava até entdo, com o sono dos seres humanos (Timo-laria
et al., 1970). Hoje, gracas as pesquisas tanto com seres humanos quanto com
animais, sabe-se que diferentes regides do sistema nervoso central (SNC)
apresentam oscilacfes elétricas, as quais permitem distinguir as diversas fases do
sono e a sua repeticao ciclica em funcdo do tempo (Timo-laria, 1985) que, nos

ratos distingue-se conforme descrito em seguida.

Vigilia atenta: esta € constituida predominantemente por ondas ou
ritmo theta. Na &rea cortical 10, geralmente, o padrdo eletroscilografico
predominante € o da dessincronizacdo tdnica e continua que, durante a
intensificagéo do grau de alerta pode aumentar, baixando ainda mais a voltagem e
aumentando a freqiéncia dos potenciais. A dessincroniza¢do ténica da area 10 e a
sua intensificacdo quando o grau de alerta se eleva indicam que ndo sé que a
ativacdo desta area aumenta muito em funcdo do grau de alerta, mas também que

ela se mantém tonicamente ativa. A Figura 4 ilustra o estado de vigilia no rato.

Vigilia relaxada: Os potenciais tendem a sincronizar em todas as
regides cujos eletroscilogramas séo registrados. Durante alguns segundos, as
ondas theta dao lugar as ondas chamadas delta, as quais sdo de alta voltagem e
de baixa frequéncia (abaixo de 5,5Hz). Pode-se dizer que isto ocorre quando héa
uma diminuicdo no grau de alerta do animal, a qual se manifesta pelo
desaparecimento das ondas theta e a imobilidade. Durante o relaxamento (isto &,
da reducao do nivel de atengéo) a movimentagao € minima. A ocorréncia de ondas

theta indica o retorno da atencao (Timo-laria, 1985).

Sono de ondas lentas (SOL), fase SS;: Geralmente, o0s
eletroscilogramas do gato, do rato e de outros animais de experimentacdo sao

detectados por elétrodos dispostos em derivagdes bipolares longas, comumente
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entre um situado no cortex frontal e outro no occipital. Além disso, costuma-se
dividir o ciclo vigilia-sono dos ratos em “sono de ondas lentas” (SOL) ou “NREM” e
“sono paradoxal” ou “REM”. O SOL se constitui de varias fases em ambas as
espécies, assim como ocorre no sono humano, compondo-se de fases com fusos,

fusos e ondas delta e s6 ondas delta.

Quando o rato comeca a adormecer, as ondas caracteristicas do
alerta relaxado transformam-se abruptamente, predominando os potenciais de alta
frequéncia (12 a 25Hz) denominados fusos de sono. Este periodo denomina-se
fase SS, isto €, fase | do SOL. Os fusos do sono do rato sdo semelhantes aos do
sono humano e do gato e caracterizam a primeira fase do SOL, isto é, das fases
em que os potenciais eletroscilograficos geralmente se expressam por meio dos
potenciais de alta voltagem, predominando esses fusos nas regides frontais e

parietais no rato e em algumas regides subcorticais.

Sono de ondas lentas, fase SS;: A fase SS, é seguida pela SS;, que
€ caracterizada eletroscilograficamente pela presenca das ondas delta (freqiéncia
abaixo de 5,5Hz) acopladas ou ndo aos fusos. Nesta fase o sono € mais profundo
do que na anterior, visto que o limiar para despertar se eleva significativamente.

Assim como a fase SS,, a SS; também ocorre no homem e no gato.

Sono de ondas lentas, fase SSy;: Nesta fase os fusos cessam,
restando apenas as ondas delta. Ela também esta presente no homem e no gato, e

€ a do sono mais profundo.

Sono pré-paradoxal (ou fase intermediaria): Frequentemente a
fase SS), é seguida por um periodo em que ocorrem fusos no neocértex, porém as
ondas theta predominam no hipocampo. As ondas theta no hipocampo durante o
sono caracterizam o sono paradoxal, mas os fusos corticais revelam presenca do

SOL. Gottesmann (1973) a chamou de fase intermediaria.

Sono Paradoxal: A dessincronizacdo é predominante nas regidoes

mais frontais, ao passo que no hipocampo e no nucleo ventro-lateral do talamo
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predominam as ondas theta. No sono paradoxal de ambas as espécies também
ocorre a movimentacdo de varias partes do corpo, 0 que pode ser interpretado
como atividade onirica. Neste sono a movimentagcdo que caracteriza a atividade
onirica é pouco intensa, 0 que ndo é muito comum, porém geralmente o0s
movimentos do rosto e as vibrissas dos olhos e da cabeca sdo bem evidentes
durante o sono paradoxal do rato. Segundo Timo-laria (1985), no rato, os episédios
de sono paradoxal duram em média dois minutos, podendo ainda limitar-se a dois

ou trés segundos, constituindo 15% do seu sono total.

Por se tratar de um animal naturalmente predado quando inserido em
seu habitat natural, o rato possui um padrdo de sono polifasico (Figura 2),
apresentando um ciclo vigilia-sono frequentemente irregular. Os primeiros ciclos
sdo incompletos, mas depois se regularizam, terminando quase sempre com um
despertar breve, cuja duragcdo em geral ndo passa de um segundo. Este breve
despertar parece ser caracteristico dos animais naturalmente predados (roedores),
ao passo que os predadores (homem, gato, cdo) raramente despertam entre um
ciclo e o outro, apresentando um padrdo de sono monofasico. No entanto, breves
periodos de vigilia ou pelo menos de forte superficializacdo do sono
(microdespertares) também ocorrem nos seres humanos. E possivel que no rato
esses curtos periodos de vigilia tenham por finalidade explorar olfativamente o
ambiente, a fim de identificar a presenca de algum eventual predador nas

redondezas (Andersen et al., 2001).

\%
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Figura 2: Hipnograma do ciclo vigilia-sono dos ratos (Timo-laria, 1985).
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Figura 3: Porcentagem da vigilia, do sono de ondas lentas e do sono paradoxal nos

ratos, durante um periodo de 24 horas (Van Luijtelaar e Coenen, 1983).

Durante o periodo claro concentram-se, freqiientemente, os episodios
do sono, enquanto que a vigilia predomina no periodo escuro (Figura 3). A figura
mostra graficamente a distribuicdo dos estados de sono do rato ao longo das 24
horas do dia, segundo Van Luijtelaar e Coenen (1983). Segundo estes autores, 0
rato dorme cerca de 62% do periodo claro e 33% do escuro, sendo que, durante a
vigilia, ele realiza as suas atividades vitais e sociais (alimentacdo, procriacao,
interacdo social e exploragdo do ambiente). Somando-se 0s periodos de sono,
verifica-se que o rato dorme 47,5% das 24 horas, sendo 17,1% com sono leve
(fases SS, e SSy), 21% com profundo (SSu) e 9,4% com paradoxal (Timo-laria,

1985) (Figura 3).
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Figura 4: Rato durante a vigilia atenta (lado esquerdo) e durante o sono (lado direito).

1.3 Osteoartrite - Consideragdes gerais

1.3.1 Definicao

7

A osteoartrite (OA) ou osteoartrose € a doenca mais comum no
ambito reumatolégico, a qual pode ser definida como uma condicdo degenerativa
que afeta as articulacdes sinoviais (Figura 5). A prevaléncia aumenta com a idade,

principalmente a partir da sexta ou sétima década de vida (Greve e Plapler, 2001).

A OA tem sido considerada uma doenca essencialmente néo-
inflamatoria e, sim, degenerativa, de evolugéo cronica, que afeta as articulagbes e
lesiona a cartilagem com neoformacdo 6ssea nas margens articulares (esclerose
subcondral e formacdo de ostedfitos). Os fatores quimicos, enzimaticos e

genéticos também contribuem para a sua etiologia (Menezes, 1999).

Figura 5: llustracéo do joelho normal (A) e do com a osteoartrite (B).
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O paciente costuma queixar-se de rigidez articular ao acordar pela
manh&, a qual diminui com os primeiros movimentos. As parestesias podem estar
presentes e algumas articulagbes apresentam crepitacdo, ja outras articulacoes,
como as dos dedos e dos joelhos, apresentam deformidades. Os sinais e 0s
sintomas classicos de inflamagdo como o rubor, o calor, o edema e a dor, podem
ou ndo estar presentes. Sendo assim, muitos pacientes acometidos pela OA séao
sintomaticos, relatam dor e, aproximadamente, 30% deles relatam dor noturna

(Dieppe e Lim, 2000).

Tém sido realizados estudos na tentativa de se investigar as
interrelacdes estruturais da dor, nos quais se faz o uso das técnicas de imagem,
como por exemplo, a ressonancia magnética que mostra as caracteristicas
anatbmicas da associacdo da dor comum com a presenca dos osteofitos, do

edema e das sinovites (Fernihough et al., 2004).

1.3.2 Etiopatogenia

7

A OA é o resultado de eventos mecanicos ou bioldgicos que
interferem com o fragil equilibrio entre a producdo e a degradacdo do tecido
cartilaginoso e do osso subcondral. Ela acomete todos os tecidos da articulagdo e
se manifesta por alteracbes morfologicas, bioquimicas, moleculares e

biomecanicas.

Os condrécitos ocupam menos de 5% do volume total da cartilagem,
sendo que o0 conteudo de agua, a compressividade, a resisténcia e a
permeabilidade da matriz do colageno e dos proteoglicanos atuam reduzindo a
sobrecarga e o atrito na articulagdo. As alteracdes biomecanicas da cartilagem
podem resultar da modificagdo da sua estrutura. Inversamente, como a principal
funcéo das cartilagens é absorver os choques e reduzir a friccdo entre os 0ssos, as
modificagcdes que ocorrem na compressividade e na elasticidade da cartilagem em

funcdo da OA tornam a articulagdo mais propensa a traumas (Xu et al., 1998).
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Nas fases iniciais da OA, os condrdcitos estdo ativados, mas apesar
da biossintese aumentada, com o tempo ocorre deplecdo dos componentes da
matriz. O acumulo de agua pelos proteoglicanos remanescentes contribui para a
sua fragilizacdo e a consequente reducdo da resisténcia da cartilagem a
compressdo (Kuettner e Thonar, 1998). O processo culmina com a fibrilacdo, a
ulceracdo, a perda da cartilagem, a formacdo de ostedfitos, a esclerose do 0sso

subcondral e a formacao de cistos subcondrais.

1.3.3 Classificacdo da AO

A OA pode estar associada a multiplos fatores, incluindo os
genéticos, 0s metabdlicos, os traumaticos, 0s quais estdo relacionados com o
desenvolvimento ou com as patologias Osseas, articulares, endodcrinas ou
sistémicas. Assim, a OA pode ser considerada primaria ou secundaria. Também se
considera como difusa a OA que acomete as maos e alguma articulacao de carga.
A OA localizada, por sua vez, acomete preferencialmente as interfalangeanas
proximais e/ou distais das maos, a primeira metatarsofalangeana dos pés, 0s

joelhos, os quadris, a coluna cervical ou a lombar.

Os critérios diagndésticos propostos pelo Colégio Americano de
Reumatologia para a OA do joelho (Altman et al., 1986), do quadril (Altman et al.,
1991), e das maos (Altman et al.,, 1990), visam diferenciar esta patologia das
outras, sendo também Uteis para o recrutamento de pacientes para estudos
clinicos. Esses critérios ndo podem ser considerados em casos isolados ou em

estudos populacionais (Coggon et al., 2005).

1.3.4 Epidemiologia

As manifestacbes clinicas da OA podem ser intermitentes ou

ocasionais, verificando-se uma precaria correlacdo entre as manifestagdes clinicas,
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os dados radiolégicos e a gravidade da patologia (Croft et al., 1994; Nevitt, 1996).
Considera-se a OA sintomatica quando, além das evidéncias radiolégicas, ocorre a
manifestacdo de dor na maior parte dos dias, durante um més do ultimo ano. Este
critério apresenta como limitacdo o fato de haver casos com limitacao articular, a
despeito da auséncia da manifestacdo da dor. No caso da OA de joelhos ou de
maos, considera-se, como evidéncia radiolégica da OA, a presenca dos osteofitos.
Em relacdo ao quadril, a presenca dos ostedfitos deve ser associada ao
estreitamento articular. A gravidade do acometimento radiolégico tem como base a
presenca dos ostedfitos, a reducdo do espaco articular, a esclerose subcondral e

presenca de atrito ésseo (Kellgren e Lawrence, 1963).

1.3.5 Incidéncia

Alguns estudos epidemioldgicos indicam que a incidéncia anual da
OA sintomatica do quadril é de 47 a 88 casos por 100.000, enquanto a dos joelhos

€ de 164 a 240 casos por 100.000 (Wilson et al., 1990; Oliveria et al., 1995).

As mulheres na menopausa ou em idade mais avancada apresentam
maior tendéncia do que os homens a desenvolver a OA de joelhos, quadris e
maos. O estudo de Chaisson e colaboradores (1997) evidenciaram que mulheres
com uma idade média de 71 anos desenvolvem alteracdes radioldgicas sugestivas
da OA do joelho na razdo de 2% ao ano e sintomatica de 1% ao ano, sendo que
nos homens a razédo € de, respectivamente, 1,4 e 0,7% ao ano. A incidéncia da OA
de méaos, de acordo com os critérios adotados é estimada como de 2 a 4% ao ano
(Bagge et al., 1992; Carman et al., 1994; Chaisson et al., 1997). Os estudos
longitudinais sobre a OA de méos evidenciam que o seu acometimento e a sua
progressdo aumentam com o avancar da idade (Plato e Norris,1979; Sowers et al.,

1991).
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1.3.6 Fatores de risco

A OA geralmente resulta da interacdo entre fatores sistémicos e
locais (Doherty et al., 1983) que atuam de forma isolada tanto na incidéncia como

na progressao de uma patologia (Sharma et al., 2006).

1.3.6.1 Idade

A idade constitui o fator de risco mais importante para o
desenvolvimento da OA, embora esta possa se iniciar precocemente de forma
assintomatica e imperceptivel. No entanto, com o envelhecimento, a cartilagem
hialina das articulacdes apresenta alteracdo na funcdo dos condrdcitos, nas
propriedades dos seus constituintes estruturais, respondendo diferentemente as
citocinas e aos fatores de crescimento. Além disto, precedendo a instalacdo da OA,
evidencia-se faléncia dos mecanismos neurais e musculares que protegem a
articulagdo com o comprometimento da percepcao consciente e inconsciente da
posicdo (Cicuttini et al., 2004), a fragueza muscular e a frouxiddo ligamentar

(Sharma et al., 2001), em especial nos idosos sedentéarios (Cahue et al., 2004).

Nos joelhos instalam-se desvios em valgo ou em varo, lesédo de
meniscos com maior frequéncia em mulheres, tendo como fator de risco a idade,
independentemente de fatores confundidores como, peso e altura (Hart et al.,
1999). O fator idade também se mostrou importante no desenvolvimento de

evidéncias radioldgicas de OA de maos (Kallman et al., 1990).

1.3.6.2 Etnia

Com base em estudos epidemiolégicos americanos, diferencas
étnicas no que se refere a prevaléncia da OA entre os afro-americanos e 0s

caucasianos € controversa (Jordan et al., 1996; Tepper e Hochberg, 1993). Alguns
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estudos sugerem um aumento da prevaléncia da OA de joelhos nas mulheres afro-
americanas e quadril nos homens afro-americanos, os quais apresentam formas
mais grave e bilaterais de manifestacdo da OA (Anderson e Felson, 1988; Jordan
et al., 1996; Clark et al.,1999). Apesar das diferencas étnicas na manifestacédo da
OA poderem ser influenciadas por aspectos socioecondmicos e estilo de vida, a

participacdo dos fatores bioldgicos e genéticos tem sido evidenciada.

1.3.6.3 Aspectos hormonais

Independentemente da influéncia do estrogeno sobre as diversas
estruturas articulares e o 0sso, ainda é controverso se a reposi¢cdo estrogénica
apos a menopausa pode proteger contra a OA de joelhos (Felson e Zhang, 1998;
Zhang et al., 1998) e quadril (Nevitt et al., 1996). Wluka e colaboradores (2001),
em um estudo transversal, constataram por meio de ressonancia nuclear
magnética que o volume da cartilagem era maior nas usuérias de estrogeno do que

nas nao-usuarias.

No que se refere ao efeito da densidade 6ssea no desenvolvimento
da OA, as mulheres com OA no joelho tendem a perder menos massa 6ssea nos
trés anos que se sucedem a menopausa, e apresentam um menor remodelacao
O0ssea do que as mulheres mais jovens. Esta descoberta foi evidenciada pelos

niveis séricos da osteocalcina (Sowers et al., 1991).

Diversos estudos tém constatado a relagcéo direta existente entre o
risco de desenvolver a OA e o nivel da densidade mineral 6ssea no que se refere
ao desenvolvimento dos ostedfitos, assim como, também, as manifestacdes
precoces da OA sdo menos evidentes nos casos de osteoporose (Hannan et al.,

1993; Hart et al., 1994; Nevitt et al., 1995; Burger et al., 1996; Zhang et al., 2000).
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1.3.6.4 Fatores nutricionais

Embora seja controverso o papel dos fatores nutricionais na OA
(McAlindon et al., 2005), a vitamina C parece retardar a sua evolucdo, mesmo na

auséncia de evidéncias radiologicas (Lane et al., 1993).

hY

No que se refere a caréncia de vitaminas, a falta da vitamina D
constitui fator de risco para a progressdao da OA de joelhos, enquanto que a
deficiéncia da vitamina K acarreta perda da cartilagem articular e propicia o
desenvolvimento dos osteofitos (Neogi et al., 2006). No entanto, ndo se evidenciou
que a administracdo da vitamina D possa impedir o surgimento de novas lesdes

articulares no joelho (McAlindon et al., 1996) ou no quadril (Lane et al., 1999).

1.3.6.5 Fatores genéticos

A associacao dos fatores genéticos com a OA tem sido confirmada por
diversos estudos, tanto para as formas comuns como para as raras da doenca,
correspondendo pelo menos a 50% dos casos da OA de maos, quadril e, em menor

porcentagem, aos casos nos joelhos (Spector et al., 1994; Jimenez et al., 1998).

Exemplos de genes mutantes incluem os que codificam colageno,
proteinas da matriz e moléculas que atuam na fungcdo da cartilagem (Zhang e
Doherty, 2005). A tendéncia dos estudos genéticos atuais tem sido a de investigar
caracteristicas da estrutura da cartilagem hialina, em especial, o seu volume

(Hunter et al., 2003; Zhai et al., 2005).

1.3.6.6 Obesidade

A obesidade constitui um importante fator de risco para a instalagéao e
para a e progressao da OA de joelhos. Felson e colaboradores (1992) sugeriram

gue existe um maior envolvimento do sexo feminino do que do masculino em
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relacdo a OA e a obesidade, fato este que também ja foi demonstrado por Tepper
e Hochberg (1993). Estes autores demonstraram que a perda de apenas 5 kg de
peso corporal ja é suficiente para reduzir o risco da OA de joelhos em 50% nas
mulheres obesas. Carman e colaboradores (1994) descreveram que existe a
participacdo de distarbios metabodlicos, dos glicideos ou dos lipideos no

desenvolvimento da OA.

1.3.6.7 Sobrecarga na cartilagem articular

A relacdo causa-efeito entre a distribuicdo da carga e as alteracdes
mecanicas da articulacdo, constitui um fator limitante na avaliagdo da contribuicdo
desse fator para a instalacdo da OA. Um exemplo da influéncia dos fatores
mecanicos na articulacdo é o que se pode constatar nos desalinhamentos da
articulagéo fémuro-tibial (Sharma et al., 2001) e, em menor grau, da patelo-femoral
(Cahue et al., 2004). Com o avancar da idade, em especial nas mulheres, aumenta
a mobilidade da tibia em relacdo ao fémur no plano frontal ou lateral (varo-valgo)
(Sharma et al., 1999). Foi demonstrada, respectivamente, a correlacdo entre o grau
de desalinhamento, tanto em varo como em valgo, e a perda anual de cartilagem
fémuro-tibial medial e lateral (Cicuttini et al., 2004). O alinhamento dos joelhos em
relacdo ao quadril e ao tornozelo, e os aspectos funcionais como fraqueza dos
quadriceps e o encurtamento do isquiotibial, parecem contribuir para um pior

prognostico (Slemenda et al., 1998).

1.3.6.8 Fatores ocupacionais

Os movimentos repetitivos, que promovem fadiga de grupos
musculares que estabilizam as articulagdes, podem influenciar o desenvolvimento
da OA. Exemplos disso sédo 0os movimentos repetitivos em pinca entre o primeiro e

o segundo quirodactilos, o ajoelhar ou o ficar de cécoras carregando peso
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(Lawrence, 1961; Maetzel et al.,, 1997). Este aspecto foi constatado na OA das
maos em trabalhadoras da industria téxtil (Hadler et al., 1978), nos joelhos em
trabalhadores bracais (Felson et al., 1991) e nos quadris de trabalhadores rurais
(Coggon et al., 1998). No entanto, atividades ocupacionais que obrigam a subir
escadas, a andar em solo irregular, a sentar-se e a levantar-se repetidamente ou a
ficar em pé por periodos prolongados, ndo demonstraram ser um risco para o

desenvolvimento da OA (Coggon et al., 1998).

1.3.6.9 Atividade fisica

Entre as atividades esportivas que constituem fator de risco para
desenvolver a OA, destacam-se as que demandam impacto articular agudo e
intenso com superficies ou equipamentos (Buckwalter e Lane, 1997), como ocorre
com os jogadores de futebol, cujos joelhos estdo sujeitos a impacto, torcbes e
traumas cumulativos. Nao se pode afirmar que a corrida ou a atividade fisica diaria
favoreca a OA de joelhos (Panush et al., 1986; Lane et al., 1993; Hannan et al.,
1993; Spector et al., 1994; Hart et al., 1999). No entanto, uma atividade fisica
intensa e prolongada, em associacdo com a idade acima dos 60 anos, pode

favorecer o surgimento da OA nos joelho (McAlindon et al., 1999).

O 1impacto da perda do condicionamento fisico sobre as
manifestacbes da OA ha que se considerar os fatores confundidores como, por
exemplo, a idade, a obesidade, as comorbidades, a depressdo e o abandono
(Ormel et al., 2002). Além disto, o grau de forca muscular, a intensidade da dor e o
preparo fisico anterior, influenciam a capacidade funcional dos pacientes com a OA
de joelho (O'Reilly et al., 1998; Rejeski et al., 2001). Uma melhor condicéo fisica
basal atua como fator protetor para a gravidade do acometimento articular pela OA,
controlando-se os dados para a idade, o indice de massa corpoérea, a gravidade da

dor, a forga muscular e o estado mental (Sharma et al., 2003).
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1.4 Modelos animais de osteoartrite

Um dos aspectos limitantes para o estudo da OA, nos seres
humanos, é a inexisténcia de métodos objetivos e confiaveis para avaliar a
evolucdo da progressédo da doenca por meio de estudos clinicos. As dificuldades
incluem a nao disponibilidade de tecido para andlise histopatologica, em particular
nas fases inicias da doencga, a auséncia de marcadores bioldgicos confidveis, além
da ndo padronizacdo em definitivo de métodos de imagem, tanto da radiografia
guanto da ressonancia magnética. Desta forma, modelos experimentais com
animais continuam sendo amplamente utilizados, tanto para a compreensdo dos
aspectos fisiopatolégicos da doenca, como para a avaliagdo pré-clinica de novos
farmacos e terapias. De forma geral, estes modelos podem ser classificados como
espontaneos, geneticamente induzidos, cirdrgicos ou por injecdes de substancias
quimicas na articulacdo. Nao existe atualmente um modelo ideal que englobe de
forma precisa todos os aspectos da doenca humana, e cada modelo animal
proposto apresenta vantagens e desvantagens (Ameye e Young, 2006). Alguns

modelos animais mais comumente utilizados na literatura s&o descritos a seguir.

1.4.1 Espontaneos

Os animais que desenvolvem a OA espontaneamente sao, talvez, os
gue melhor expressam a lenta evolucdo humana. Contudo exigem um tempo muito

longo de observacédo e apresentam uma progressao variavel (Silva Junior, 2007).

1.4.1.1 STR/ort

O progenitor do modelo STR/1N foi realizado pelo Dr. George Jay, em
1951, com camundongos mutante do gene STR/1N, decorrente da geragéao do F29
(Sokoloff e Barile, 1962; Mason et al., 2001). A linhagem do STR/ort em

camundongos foi obtida a partir da ancestral materna do STR/1IN. Uma série de
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artigos realizados por Silberberg e Silberberg apresentaram evidéncias de que o
desenvolvimento da OA nos ratos € influenciada por uma variedade de fatores
nutricionais e hormonais (Silberberg e Silberberg, 1941, 1950, 1952, 1958a, 1958b,
1961, 1963ab). Em todos os estudos destes autores, os camundongos machos
apresentaram uma maior incidéncia de degeneracdo do que as fémeas, sendo que
os condilos mediais foram os mais afetados (Sokoloff, 1956). No entanto, em um
estudo piloto com ratos machos castrados e fémeas ovariectomizadas STR/ort ndo

foi observado nenhum indicio, em ambos os géneros, de que o desenvolvimento

da OA dependa dos hormonios sexuais nesse modelo (Chambers et al., 1999).

Recentemente, Regan e colaboradores (2005) observaram que uma
espécie de radicais livres esta diminuida na cartilagem humana com a OA. Isto
também foi observado na cartilagem de camundongos e de ratos da linhagem
STR/ort mostradas na histoldgia da OA. Estes dados sugerem que a falta de
controle na reacdo ao oxigénio pode desempenhar um papel para o inicio e na

fisiopatologia da OA (Regan et al., 2005).

1.4.1.2 Envelhecimento natural e Imobilizacéo

Ohta e colaboradores (1981) realizaram a imobilizagdo da pata
posterior direita de coelhos com idades diferentes (um més, um ano e dois anos e
cinco meses) por um periodo de trés a nove semanas. Os autores observaram que
nos imobilizados com gesso nenhuma alteracéo significativa foi notada nos coelhos
mais jovens. Por outro lado, no coelho adulto (um ano) ocorreram alteracdes
marcantes na superficie articular e na matriz intercelular (as fibras intercelulares
nao eram regulares e sim distribuidas desordenadamente na matriz). Além destas
alteracdes, os condrocitos dos coelhos velhos (dois anos e cinco meses) também
estavam afetados depois de cinco semanas de imobilizagdo. A cartilagem articular
lesada do coelho adulto, que havia sido imobilizado por trés semanas, recuperou-

se, enquanto que na do coelho velho ndo se obteve resposta reparadora.

20



Introducéao

Renner e colaboradores (2006) estudaram, em ratos, o efeito do
estiramento muscular passivo sobre a cartilagem articular do tornozelo né&o
imobilizado ou imobilizado previamente. Os autores concluiram que a imobilizacéo,
associada ao estiramento muscular, produziu uma reducéo dos proteoglicanos e um
aumento significativo da celularidade, considerado esta reducdo e este aumento
como sinais precoces de um processo degenerativo ou, pelo menos, de risco para a
cartilagem articular. Por outro lado, nos modelos que utilizam a imobilizacdo como
agente produtor das alteracbes degenerativas ocorre a rapida deterioracdo das
propriedades bioquimicas e biomecanicas da cartilagem, resultando em alteracdes
degenerativas que, inclusive tém sido utilizadas como modelo para o estudo do
processo degenerativo da cartilagem articular. No entanto, esses modelos ndo sdo
semelhantes aqueles observados na doenca degenerativa tipica da cartilagem

articular (Saaménen et al., 1990; LeRoux et al., 2001).

Haapala e colaboradores (1999) demonstraram que a imobilizacao
causou alteracbes atréficas na cartilagem articular com diminuicdo dos
glicosaminoglicanos, porém com manutencdo da rede de colageno intacta. Estes
autores concluiram que as alteracbes observadas apdés a imobilizacdo séao
completamente diferentes das observadas em um processo de OA precoce, tendo
também mostrado que o retorno as atividades néo produziu alteracdes significativas
na espessura da cartilagem, quando comparado com os seus controles. No entanto,
Kiviranta e colaboradores (1994) realizaram a imobilizacdo em cachorros, tendo
demonstrado que a recuperacdo da espessura ndo ocorre nas areas submetidas a
menor compressao, e que a concentracado dos proteoglicanos, que estava reduzida
em todos os animais apos a imobilizacdo, permaneceu de 14 a 28% menor do que

nos controles, mesmo apés 50 semanas de retorno as atividades.

Na busca de outras opcdes, modelos que utilizem o estresse
produzido de forma fisiolégica, porém com uma intensidade exagerada, talvez
sejam o melhor caminho para o estudo da histéria natural da OA e da eficacia das

acOes terapéuticas (Camargo Filho, 2006).
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1.4.2 Geneticamente modificados

Os modelos com camundongos geneticamente modificados permitem

avaliar o papel das moléculas especificas na fisiopatologia da doenca.

1.4.2.1 ADAMTS-5 knockout

A ADAMTS é da familia das enzimas que foram capazes de fazer a
degeneracédo de algumas doencas nas articulacbes dos seres humanos. A partir
deste modelo, comecaram o0s estudos para se saber qual era a ADAMTS que
estava envolvida na destruicdo da cartilagem articular na OA (Ameye e Young,
2006). O desenvolvimento de uma linhagem de camundongos deficientes com a
ADAMTS-1 (Little et al., 2005), -4 (Glasson et al., 2004) e -5 (Glasson et al., 2005;
Stanton et al., 2005) demonstraram que a ADAMTS-5 foi a mais envolvida nesse
processo. No entanto, em comparagdo com 0s camundongos selvagens, a
deficiéncia da ADAMTS-5 e ndo a da ADAMTS-1 ou -4, mostraram que O0S
camundongos selvagens foram mais resistentes a perda e a destruicdo da
cartilagem articular induzida pela instabilidade articular ou processos inflamatérios

(Glasson et al., 2004).

1.4.2.2 Catepsina K transgénica

Novos estudos em animais ainda apdéiam a idéia do papel da
Catepsina K na OA, sugerindo que esta proteina esta associada a degeneracao da
cartilagem articular (Ameye e Young, 2006). O mRNA da Catepsina K foi
transitoriamente regulado durante o inicio da degeneracdo dos condrdcitos na
cartilagem, tanto nos camundongos transgénicos Dell como nos controles (ndo-
transgénicos) que desenvolveram a OA em uma idade mais avancada (Morko et

al., 2004).
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1.4.2.3 1L-6 knockout

A deficiéncia da IL-6 nos camundongos machos, resultou na
destruicdo bilateral da cartilagem articular, na esclerose subcondral, na diminuicéo
da densidade mineral 6ssea do joelho, bem como no aumento de proteoglicanos.
No entanto, camundongos fémeas se mantiveram intactas por 18 meses de idade
(De Hooge et al., 2005). Ex vivo, a diminuicdo da sintese dos proteoglicanos pela
deficiéncia da IL-6 na cartilagem articular, também foi observada (De Hooge et al.,
2005). De fato, a parte cartilaginosa do fenétipo apresentou a maior freqiéncia e
ocorreu bilateralmente, contrariamente as mudancas observadas no fenétipo de
outros tecidos, sugerindo que, neste modelo da OA é um processo que ocorre na
cartilagem articular. O papel da IL-6 na fisiopatologia da OA pode ser mais
importante nos idosos, porque as injecées de colageno em uma determinada idade
induzem um grau semelhante da patologia comum em camundongos selvagens

com deficiencia da IL-6 (De Hooge et al., 2005).

1.4.3 Cirargicos

A OA também pode ser induzida pela desestabiliza¢do da articulagéo,
resultando na redistribuicdo anormal das forcas atuantes na articulagcdo durante a
deambulacdo e na posicdo de repouso. Em relacdo aos modelos cirlrgicos,
existem os da transec¢do do ligamento cruzado anterior (Stoop et al., 2000), a
meniscectomia (Wiliams et al., 1982) e, recentemente, Hoeg-Andersen e
colaboradores (2004) desenvolveram um modelo de OA nas ratas com

ovariectomia.

1.4.3.1 Transecc¢ao do ligamento cruzado anterior

A transeccdo do ligamento cruzado anterior (TLCA) tornou-se um

modelo cirdrgico de inducéo experimental da OA (Stoop et al., 2000).
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Alguns coelhos submetidos & TLCA manifestaram alteracdes
histoquimicas na cartilagem articular (Hashimoto et al., 2002), na apoptose dos
condrécitos das zonas superficiais e intermediarias da cartilagem e na porcéo
medial do menisco (Hashimoto et al., 1998, 1999). A utilizacdo, do modelo de OA
por TLCA em ratos foi padronizada por Stoop e colaboradores (2000). Neste
estudo, as alteracGes ocorreram nas regides marginais da cartilagem, tendo
consistido na destruicdo da cartilagem com a morte dos condrocitos e a deplecdo
dos proteoglicanos. Em estagios posteriores foi observada a fibrilacdo na regiao
central da cartilagem (Stoop et al., 2000). Um estudo posterior mostrou que as
alteracbes da cartilagem nos ratos submetidos a TLCA iniciam-se na zona
superficial (Stoop et al., 2001). A execucdo do modelo da OA induzida pela TLCA,
em ratos, se apresenta vantajosa em relacdo ao praticado em outras espécies

animais, em virtude do periodo de tempo reduzido necessario para serem

observadas as primeiras alteracdes caracteristicas da OA.

1.4.3.2 Meniscectomia

O modelo da meniscectomia parcial do joelho foi desenvolvido por
Moskowitz e colaboradores na década de 70. Os estudos se iniciaram com
coelhos, de forma que a meniscectomia parcial produziu mudancas similares as
lesGes observadas na OA nos humanos (Moskowitz et al., 1970). No entanto, a
frequéncia e a gravidade das alteracdes osteocartilaginosas no curso da doencga,
dependem de gquanto da articulacdo é desestabilizada cirurgicamente (Hulth et al.,
1970; Moskowitz et al., 1973). No modelo da meniscectomia, o surgimento de oste-
ofitos e a formacao de fibrilacbes na cartilagem articular aconteceram durante a
evolugdo da OA, como observado por Moskowitz e colaboradores (1973). As
alteracdes histologicas, conforme a evolugdo da doenca, mostraram a existéncia
de um padréo progressivo de desorganizagao celular e as alteragdes na malha de

colageno. Interessante observar que o joelho contra-lateral também desenvolveu,
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em menor escala, sinais de OA, como demonstrado pela presenca de alguns raros

ostedfitos (Moskowitz et al., 1973).

1.4.3.3 Ovariectomia

A utilizag&o de ratas ovarietomizadas (OVX) como um modelo animal
de OA foi recentemente relatada (Hoegh-Andersen et al., 2004). A OVX induziu a
deficiéncia do estrogénio em ratas Sprague-Dawley com sete meses de idade,
tendo, resultado no surgimento de erosdes leves na cartilagem articular do joelho,
nove semanas apos a cirurgia. No entanto, nenhuma alteracédo foi observada seis
semanas ap0s a cirurgia (Hoegh-Andersen et al., 2004). Como as ratas se
alimentavam normalmente, foi observada a degradacdo da cartilagem articular
gradativa devido ao ganho de peso (um importante fator de risco para a OA),

induzida pela deficiéncia estrogénica.

1.4.4 Substancias quimicas ou enzimaticas

Dos fatores anabdlicos, destaca-se a acdo do fator de crescimento
tumoral- (TGF-B) na formagdo da cartilagem articular e na sintese dos
proteoglicanos (Van Der Kraan et al., 2002). No modelo induzido quimicamente, os
danos articulares se desenvolvem de forma rapida e previsivel, sendo que o modelo

mais usado é o iodoacetato de sodio (Bove et al., 2003; Fernihough et al., 2004).

1.4.4.1 TGF-B

O TGF-B € uma proteina que age na formacéo da cartilagem articular
e na sintese dos proteoglicanos (Van Der Kraan et al., 2002). O envelhecimento
cartilaginoso provoca uma menor agregacao dos proteoglicanos, aliado a menor

resisténcia mecanica da cartilagem (Van Der Kraan et al., 2002). O colageno

25



Introducéao

adquire menor hidratagdo, maior resisténcia a colagenase e maior afinidade pelo
calcio. A cartilagem articular tem uma capacidade reparadora limitada que diminui
ainda mais com o envelhecimento, e/ou quando da eclosdo de condi¢cdes

degenerativas (Van Der Kraan et al., 2002).

As evidéncias mostram que a sintese e a degradacdo do coldgeno
tipo Il se associa com a matriz pericelular, mantendo-se em um estado de equilibrio
dindmico ao longo dos anos, ndo apresentando as alteracbes moleculares
comumente associadas a OA (Yudoh et al., 2005). Ja os condrdcitos dos idosos
tém menor capacidade para manter e reparar a cartilagem articular. Demonstrou-
se também que o estresse oxidativo contribui para a senescéncia dos condrdcitos,
fato que explica, em parte, o maior risco de desenvolver OA com a idade (Yudoh et

al., 2005).

1.4.4.2 lodoacetato de s6dio

A injecdo do iodoacetato de sOdio no espaco intra-articular € um
modelo de inducdo quimica. A injecdo deste inibidor metabdlico, dentro das
articulacdes, inibe a desidrogenase do gliceraldeido-3-fosfato que atua nos
condrécitos, resultando na interrupcdo da glicolise e das eventuais mortes
celulares nas articulacdes de ratos Wistar (Kalbhen, 1987; Van der Kraan et al.,
1989; Bove et al., 2003). A perda progressiva dos condrdcitos nos resultados
histolégicos e morfoldégicos apresenta mudancas na cartilagem articular, muito
semelhantes as observadas nos humanos com a OA (Janusz et al., 2001). Além
disso, o modelo foi utilizado por varios investigadores para testar a capacidade de
preservar a estrutura da cartilagem de alguns agentes farmacoldgicos (Natchus et

al., 2000; Januz et al., 2001; Gencosmanoglu et al., 2001).

Nesse modelo, Fernihough e colaboradores (2004) descreveram que,
apos a administracdo do iodoacetato no joelho, os ratos mostraram uma forte

hiperalgesia e alodinea na pata posterior, dentro de uma semana apdés a injecao
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(dose de 0,5 a 2 mg). O periodo inicial do inchago do joelho, no modelo induzido
pela iodoacetato, resultou em uma inflamacé&o sinovial transitoria, a qual pode ser
correlacionada com a condicdo clinica da inflamacéo sinovial que prediz o
desenvolvimento da OA no joelho (Saxne et al., 2003). Estas alteracbes sao
observadas na evolugdo da OA nos humanos, sendo que as fases inflamatorias e
recorrentes sdo muito comuns (Saxne et al., 2003). Apdés cinco dias, a OA induzida
pelo iodoacetato causou hiperalgesia profunda avaliada na pata posterior

ipsilateral.

Os pacientes com a OA também mostram respostas hiperalgicas aos
estimulos nocivos aplicados ao redor de um joelho osteoartritico (Wessel, 1995;
Bajaj et al., 2001). Geralmente, eles relatam alodinea em outras areas junto a
articulacéo afetada e ainda, uma hiperalgesia robusta que é observada no 28° dia
(Guingamp et al., 1997). O iodoacetato causa patologia articular via inibicdo da
glicolise na cartilagem vascular provocando morte dos condrécitos (Janusz et al.,

2002).

Assim, no presente estudo, escolheu-se o modelo do iodoacetato de
sédio por este ser um modelo rapido de progressdao da OA, facil de ser
desenvolvido e ndo necessitar de cirurgia. Também é um modelo seguro que nao
traz prejuizos para a saude e o bem-estar dos animais, além de ter caracteristicas

semelhantes com a evolucdo da OA apresentada pelos pacientes.

1.5 Influéncias das condi¢bes dolorosas no sono em humanos

O sono é um fendbmeno bioldgico fundamental para a manutencéo da
saude mental e emocional. Fisiologicamente, é considerado como um estado
funcional, ciclico e reversivel, que esta presente em todas as faixas etarias e na
maioria das espécies animais. Ele possui algumas caracteristicas
comportamentais, como uma imobilidade relativa e o aumento do limiar de

resposta aos estimulos externos. O organismo tem grande necessidade de
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manifestar o sono e, quando isso ndo se torna possivel, podem ocorrer alteracfes
marcantes, até mesmo a morte apds um periodo prolongado de privacdo de sono

em animais (Rechtschaffen et al., 1989).

Os distdrbios de sono sdo comuns nos pacientes com dores
(Friedrichs e Broen, 1997; Morin et al., 1998; Ohayon, 2005; Lautenbacher et al.,
2006; Moldofsky, 2008). Segundo uma revisdo de Smith e Haythornthwaite (2004),
as dores agudas e cronicas estdo associadas aos disturbios de sono, tendo sido
estas relatadas como uma importante causa da insénia (Smith e Haythornthwaite,
2004). De fato, a maioria dos pacientes com dores crénicas sofre de insbnia grave,
as vezes antes mesmo do inicio do padrédo doloroso propriamente dito, acarretando

em um circuito ins6nia-dor-insonia.

Os pacientes com angina noturna e uma variedade de sindromes de
dores cronicas apresentam um aumento das laténcias de sono e do numero de
episodios de vigilia e estagio 1, além do aumento dos despertares durante a noite.
Também apresentam um EEG com atividade alfa nos estagios do sono de ondas

lentas (Moldofsky et al., 1975, 1983; Moldofsky e Scarisbrick, 1976; Moldofsky, 2001).

Embora os pacientes com dores crénicas possuam dificuldades para
o inicio e a manutencéo do sono, ainda € obscuro o conhecimento de como a dor
causa a fragmentacdo do sono (Moldofsky, 1989). Por exemplo, os movimentos
periodicos das pernas e as alteracbes emocionais causam um sono fragmentado,
podendo contribuir para um padrdo de sono anormal nos pacientes com dores
cronicas (Moldofsky, 2001). De fato, em 1991, Lavigne e colaboradores relataram
que a interacdo entre o sono, os distdrbios dos movimentos e algumas dores
musculo-esquelético sdo complexas, podendo ser influenciados por varios fatores
psicologicos e/ou bioldgicos concomitantes. Os autores relataram a dificuldade de
se determinar se é a dor que induz a um sono de baixa eficiéncia ou o contrario.
No mesmo ano, Silva e colaboradores (1991), ao estudarem oito pacientes com
dores musculares, encontraram anormalidades no sono, caracterizadas por

mioclonias noturnas, sono alfa-delta (que se caracteriza pela intrusdo das ondas
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alfa durante o sono profundo), além de anormalidades compativeis com a

depressao.

Na mesma linha de investigacdo, Morin e colaboradores (1998), na
tentativa de investigar a prevaléncia dos disturbios de sono nos pacientes com
dores crbnicas e a sua relagcdo com os distarbios afetivos, notaram que 66% dos
pacientes que sofriam de dores crénicas relatavam ter distlrbios de sono, no

entanto, ndo houve correlacdo com os disturbios afetivos.

Considerando que a insbnia é o disturbio de sono mais significativo
para muitos individuos com dores crbnicas, Wilson e colaboradores (1998), por
meio de um actigrafo, avaliaram a combinacdo dos diarios de sono ao
monitoramento da atividade de ambulacdo. Os resultados demonstraram que 0s
sujeitos com dores de maior intensidade relatavam também prejuizos de sono mais
acentuados do que os individuos cujas dores eram de menor gravidade, embora
este fato ndo tenha sido confirmado pelo actigrafo. Em geral, ambos os métodos
de avaliacdo podem ser indicativos da significancia da insénia associada a dor
cronica musculo-esquelética, como um problema clinico distinto, mesmo que o
monitoramento da atividade e o auto-relato fornecam informacdes diferentes

(Wilson et al., 1998).

Ao analisarem a complexa relacdo entre as dores de cabeca e 0s
disturbios de sono, Paiva e colaboradores (1997) concluiram que as dores de
cabeca matutinas e noturnas sao frequentes indicadoras de distirbios de sono,

podendo a sua presenca justificar a polissonografia (PSG).

Os distarbios na manutencdo do sono também s&o observados nos
pacientes com a Doenca de Parkinson idiopatica (74 a 98% dos pacientes com
esta doenca apresentam disturbios de sono). Os despertares noturnos observados
sao frequentemente causados pela dor, pela rigidez e pela dificuldade em se

movimentar no leito (Prinz, 1995).
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Dos questiondrios aplicados a 439 mulheres reuméticas
hospitalizadas, os resultados indicaram que ha& uma pequena diferenca na
prevaléncia dos distirbios de sono entre reuméticas e nado-reumaticas. Os
distarbios de sono foram mais freqientemente observados nas pacientes
reumaticas (Leigh et al., 1987). Haythornthwaite e colaboradores (1991) afirmaram
que a duracdo da queixa de dores estd associada ao atraso do inicio do sono e a

uma baixa qualidade de sono.

Drewes e colaboradores (1998) também demonstraram a existéncia
de frequentes queixas de sono nos pacientes com artrite reumatodide, tendo
acrescentado que os disturbios de sono podem contribuir para as dores e outras
gueixas durante o dia. A PSG mostra aumento no namero dos movimentos
periodicos das pernas durante o sono, além do aumento da atividade alfa nos

estagios do sono de ondas lentas.

Em um estudo populacional recente, Ohayon (2005) correlacionou
algumas condic¢des dolorosas cronicas como a fibromialgia, a artrite reumatoide, as
lombalgias e as cefaléias com a presenca da insénia na populacdo normal de cinco
paises europeus, sugerindo ainda que existem fatores de associacdo para essas
condigcbes. O autor demonstrou que as condicbes dolorosas crbénicas sao
freqientes em mais de 40% da populacdo estudada, levantando novamente a
possivel hipotese da relacéo bidirecional da dor e do sono. Recentemente, em um
artigo de revisdo, Moldofsky (2008) descreveu que uma das principais queixas nos
pacientes com fibromialgia eram os distaurbios e a insatisfacdo com o0 sono, assim
como a fadiga crbénica e a depressao que interferiam no trabalho e na vida social

dessas pacientes.

1.6 Influéncias das condi¢cdes dolorosas no sono em modelos animais

Apesar da consisténcia dos dados clinicos com modelos animais de

dor, ha um numero limitado de estudos (Carli et al., 1987; Landis et al., 1988, 1989;

30



Introducéao

Andersen e Tufik, 2000, 2003; Kontinen et al., 2003; Andersen et al., 2006a; Schutz
et al., 2003, 2004, 2007, 2009). A identificacdo de alteracdes semelhantes nos
ratos com dor cronica adiciona informacdes relevantes ao quadro dos disturbios de

sono, associados a dor nos seres humanos.

Segundo Landis e colaboradores (1989), os ratos com artrite
apresentam um sono fragmentado devido a um maior numero de episodios de
vigilia, um sono de baixas amplitudes e episédios mais curtos de sono com
maiores amplitudes, tanto durante o periodo claro como no escuro. H4 também
uma reducao do sono paradoxal e a incapacidade dos ratos artriticos sustentarem
longos periodos de sono. Sendo a gravidade da artrite variavel entre os ratos, por
meio de um eletroencefalograma pode ser possivel detectar a relacdo entre o grau
de inflamacao produzida pela dor e as alterac6es na padréo de sono (Landis et al.,

1989).

Ao estudarem o sono de ratos submetidos ao modelo de artrite
induzida, durante duas semanas, Andersen e Tufik (2000) observaram que a artrite
nos ratos produziu significativas alteracdes no padrdo de sono. Os ratos artriticos
mostraram um menor tempo total de sono, um aumento da laténcia para o sono
sincronizado, uma diminuicdo da eficiéncia de sono, um maior nimero de
mudancas de estagios, um maior tempo total de alerta e fragmentacdo de sono.
Estes resultados estdo de acordo com Landis e colaboradores (1988, 1989), os
quais sugeriram que o padréo de sono anormal decorre da incapacidade dos ratos
artriticos para manter longos periodos de sono, inabilidade esta provavelmente
relacionada a presenca de dor. Os resultados dos testes comportamentais
indicaram que, desde o segundo dia apdés a administracdo do adjuvante de Freund
até ao final da oitava semana do estudo, houve uma reducédo do limiar de dor nos
animais (Andersen e Tufik, 2000). Além de terem evidenciado, nos ratos com artrite

induzida, a interacé@o entre os disturbios de sono e as alteracbes comportamentais.

Em um estudo longitudinal dos efeitos da dor neuropéatica (constricdo

cronica do nervo ciatico), Andersen e Tufik (2003) demonstraram que 0s animais
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apresentam uma reducdo do sono de ondas lentas e um aumento do numero de
despertares, do sono paradoxal e da laténcia para o inicio do sono, principalmente
na primeira semana apos a lesao periférica, corroborando com a condicdo clinica

das queixas de disturbios de sono nos pacientes acometidos pela dor neuropatica.

No sentido de determinar as consequéncias do convivio com a prole
com artrite sobre a rata lactante, no que se refere ao comportamento maternal, o
limiar de dor e do padrdo de sono, Roizenblatt e colaboradores (submetido)
utilizaram ratas que foram distribuidas em dois grupos. Em um deles, designado
"maes de prole com artrite”, se induziu artrite na prole com adjuvante de Freund,
no outro, o0 grupo controle, a prole recebeu uma injecdo de salina. Os resultados
demonstram que o convivio com a prole artritica acarreta nas ratas lactantes um
aumento do comportamento maternal, da ansiedade, da reducéo no limiar de dor e
dos distarbios de sono (reducéo da eficiéncia de sono e da porcentagem do sono
de ondas lentas e do paradoxal, e aumento do numero de despertares, do tempo
em vigilia e da laténcia para o sono paradoxal). A reducdo nos niveis da
serotonina, em conjunto com as conclusées acima, evidencia as semelhancas
existentes entre o modelo animal proposto por este estudo e as condi¢cOes

dolorosas crénicas manifestadas por seres humanos.

Nascimento e colaboradores (2007) demonstraram que a privacao de
sono paradoxal promoveu mudancas hiperalgicas na sensibilidade dolorosa. Estas
alteracBes ocorreram na mesma intensidade, desde as primeiras 24 horas até 96
horas de privacdo de sono paradoxal, sendo que somente apds o rebote de sono
de 48 horas foi restaurada a laténcia para os valores basais. Também se realizou
outro estudo na tentativa de investigar os efeitos da administracdo
intracerebroventricular da substancia P em camundongos. Andersen e
colaboradores (2006a) observaram que sem ativar os mecanismos da dor, a
substancia P produz altera¢cdes marcantes no ciclo vigilia-sono desses animais. No
entanto, a administracdo prévia do antagonista do receptor NK-1 reverteu o0s

disturbios de sono.
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Entre as condi¢cbes de dor cronica, a dor orofacial € uma importante
condicdo clinica a qual também inclui os processos inflamatérios. O
desenvolvimento de modelos animais possibilita um maior conhecimento sobre os
mecanismos envolvidos neste processo e as possiveis abordagens terapéuticas. A
estimulacdo nociceptiva sobre a polpa dental dos incisivos superiores, apos
administrac@o cerebral da serotonina em cobaias, € capaz de manter o animal em
estado de vigilia, levando a sugerir que o sistema trigeminal provavelmente agiria

sobre os centros reguladores do sono (Brentegani et al., 1992).

Schutz e colaboradores (2003) avaliaram os efeitos no padrdo de
sono dos ratos apO6s a administracdo de adjuvante de Freund na articulacdo
temporomandibular. Os resultados demonstraram evidentes distirbios de sono
como a reducédo da eficiéncia de sono e o aumento da laténcia para o inicio do
sono. O pré-tratamento com o anti-inflamatério indometacina (Schutz et al., 2003) e
o inibidor de éxido nitrico L-NAME (N®-nitro-L-arginine methil éster) restabeleceram
0 padrao de sono normal nos animais (Schutz et al., 2004). Recentemente, estes
autores descreveram que os disturbios de sono provocados pela dor orofacial
foram revertidos pela administracdo oral da indometacina e o inibidor da sintese de
ciclooxigenase (Schutz et al., 2007). Recentemente, realizou-se um estudo para
verificar a participacdo dos hormdnios sexuais no processo doloroso neste modelo
animal. Os resultados do estudo demonstraram que os ratos machos que foram
induzidos com o adjuvante de Freund na articulagdo temporomandibular tiveram
uma resposta nociceptiva significativa e alteracbes na arquitetura do sono. No
entanto, nas fémeas o comportamento e a arquitetura do sono permaneceram
inalterados. Assim, esses resultados sugerem que as fémeas e machos
apresentam respostas distintas para os modelos agudos de dor orofacial,
considerando a importancia da participagdo hormonal na regulacdo do sono

(Schutz et al., 2009).

Os modelos experimentais de dor patoldégica em animais tém sido

desenvolvidos para permitir o estudo dos mecanismos das dores agudas e
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cronicas. O conhecimento da fisiopatologia destes modelos experimentais pode
conduzir a uma melhor compreenséo das condi¢cdes da dor nos seres humanos e,
assim, trazer beneficios para as terapias. Os estudos com modelos animais de dor
demonstram que cada um tem a sua particularidade, acarretando alteracdes
comportamentais e prejuizos no ciclo vigilia-sono de forma distinta entre si.
Algumas evidéncias como reducao do limiar de dor, o lamber a pata afetada, a
postura anormal e até a autotomia, estdo diretamente relacionadas a intensidade
da dor, podendo ser utilizadas como subsidio para as pesquisas sobre a influéncia
das diferentes intensidades de um estimulo doloroso especifico sobre o padrédo de

sono.

Embora modelos que envolvem a induc¢éo cirdrgica ou a quimica da
OA se assemelhem claramente a comparac¢do com a condicdo humana em termos
de destruicao articular, atualmente, nenhum modelo animal abordou o padrao de
sono em modelo animal de dor com a OA. Neste contexto, se insere a necessidade
de pesquisas sobre as condi¢cbes dolorosas em modelos animais com a OA, a fim
de melhorar a compreensdo dos mecanismos envolvidos na dor crénica e a sua

influéncia sobre o padrao de sono.
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Justificativa

Em consequéncia do aumento da expectativa de vida nas ultimas
décadas associado ao sedentarismo, a OA torna-se cada vez mais prevalente.
Desta forma, essa patologia é atualmente um dos maiores problemas mundiais de

saude publica.

Assim, os resultados do presente estudo podem contribuir com o
entendimento dos mecanismos pelos quais a OA predispbe as alteracbes no
padrdo de sono. Constitui-se como importante fato a investigacdo dessas
alteracdes provocadas pela dor, uma vez que esta é a caracteristica clinica
predominante em OA. Desta forma, a magnitude desses achados podera repercutir

positivamente em novas abordagens terapéuticas.
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Objetivo

Objetivo geral

Estudar os efeitos da osteoartrite no padrao de sono em ratos.

Objetivos especificos
O objetivo geral exposto acima foi subdividido em duas proposigdes:

1. Analisar a arquitetura do sono e a sensibilidade dolorosa frente
estimulo térmico em ratos machos submetidos a um modelo

experimental de osteoartrite (Artigo 1).

2. Avaliar a influéncia do género no padrédo de sono e no perfil
hormonal (progesterona, estradiol e testosterona) em ratos

submetidos a um modelo experimental de osteoartrite (Artigo 2).
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Material e Métodos

Neste segmento descrevem-se o0s procedimentos gerais utilizados em
todos os experimentos. O delineamento experimental especifico de cada trabalho

estd nos Resultados.

4.1 Animais

No presente estudo foram utilizados ratos Wistar machos com idade
superior dos 90 dias. Os animais foram provenientes do Centro de
Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia (CEDEME),
da Universidade Federal de S&o Paulo. O estudo foi conduzido com as condi¢oes
de luz (claro das 7 as 19 horas) e de temperatura (22+2°C) controladas
automaticamente. A racdo e a agua foram mantidas a vontade nas gaiolas de
moradia. Todo o estudo foi conduzido segundo os principios éticos (Andersen et

al., 2004a), sob a aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade

Federal de Sao Paulo — UNIFESP (CEP # 1292/06) (Anexo ).

O méximo de esforco foi despendido para minimizar os possiveis
desconfortos causados aos animais. Além disto, em todos o0s experimentos do
presente trabalho buscou-se empregar a filosofia dos “3Rs”, cujo objetivo é reduzir
o tamanho da amostra sem comprometer as analises estatisticas e a interpretacéo

dos resultados.

4.2 Registro do ciclo vigilia-sono

Para o registro da atividade elétrica eletrocorticografica dos animais
foram feitas duas derivagbes corticais bipolares longas e ipsilaterais. Uma de
localizacédo lateral ao plano sagital, para o registro do ECoG com uma minima
atividade theta, e outra de localizagdo mais medial ao plano sagital, para o registro

do ECoG com méaxima atividade theta (Timo-laria et al., 1970):
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e Eletrodo 1: 1 mm posteriorr a0 Bregma e 3 mm a esquerda da

sutura Sagital.

e Eletrodo 2: 3 mm anterior ao Bregma e 1 mm a direita da sutura

Sagital.

hY

e Eletrodo 3: 1 mm anterior ao Lambda e 4 mm a esquerda da

sutura Sagital.

e Eletrodo 4: 4 mm anterior ao Lambda e 1 mm a direita da sutura

Sagital.

Figura 6: Posicdes dos eletrodos usados para registro eletrocorticografico: 1, eletrodo
frontal esquerdo; 2, eletrodo frontal direito; 3, eletrodo occipital esquerdo; 4, eletrodo

occipital direito.

4.3 Cirurgia estereotaxica

Apés realizada a anestesia (associacdo de cloridrato de cetamina,
140 mg/kg, i.p. e diazepam, 5,5 mg/kg, i.p.), foi realizada uma tricotomia da regiao
dorsal do cranio e os animais foram fixados ao aparelho estereotaxico. Como
hemostético, administrou-se Xilocaina (2% mais vasoconstrictor) na regido ja

mencionada e nos meatos auriculares.

41



Material e Métodos

Em primeiro lugar, uma incisdo circular mediana foi feita na pele
sobre o cranio até a exposicdo do periésteo. Em seguida, conforme Bergmann e
colaboradores (1989) foram demarcadas as coordenadas estereotaxicas. Com o
auxilio de uma broca odontolégica, foram realizados quatro orificios onde foram
atarraxados quatro microparafusos (didmetro 1,0 mm) de acgo inoxidavel (Figura
7B). Também foram implantados dois eletrodos, feitos de fio niquel-cromo
revestidos com Teflon™ (California Fine Wire™ EUA, diametro 0,004mm), no
musculo dorsal do pescoco (trapézio), um do lado direito e o outro do esquerdo,
possibilitando assim o registro eletromiografico, também necessario para a

caracterizacao das fases do sono.

Todos os eletrodos (Figura 7A) corticais, por meio de fios de niquel-
cromo revestidos com Teflon™ (California Fine Wire™ EUA, diametro 0,008mm),
foram ligados a um conector, e este fixado ao cranio do animal com acrilico
autopolimerizante odontoldgico. Os animais foram suturados e finalmente liberados

do aparelho estereotaxico.

Figura 7: Eletrodo e parafusos utilizados para registro eletrocorticogréafico e eletromiogréafico (A)

e ilustracdo do posicionamento dos parafusos durante a cirurgia de implantacdo do eletrodo (B).
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Os ratos receberam 0,5 ml/kg i.m. de uma dose de suspensao poli-
antibiética com estreptomicinas e penicilinas (Pentabiético® Wyeth® Brasil) e
10mg/kg, i.p. de diclofenaco sédico (Novafarma®, Brasil), com o intuito de
promover uma analgesia pds-operatoria e diminuir a possibilidade de um processo

inflamatério local.

Em seguida, a fim de evitar um choque hipotérmico comum no
periodo pdés-anestésico, os ratos foram levados para uma gaiola aquecida por
aproximadamente 24 horas. Apés esse periodo, os animais foram levados para
suas gaiolas, com livre acesso a agua e a comida, onde permaneceram por sete
dias antes de qualquer intervencdo experimental (Figura 8A) e trés dias
conectados ao cabo de registro (Figura 8B) e foram mantidos no interior da gaiola
de Faraday. As gaiolas de Faraday (Figura 9) sdo utilizadas para minimizar as
influéncias eletrostaticas externas. Durante o registro, 0s animais permaneceram

em salas climatizadas e isoladas acusticamente.

Figura 8: Rato do grupo ad libitum nos primeiros dias apos a cirurgia (A) e durante o periodo de

adaptacao ao cabo para o registro de sono (B).
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Figura 9: llustracdo das gaiolas de Faraday que s&o utilizadas para minimizar as influéncias

eletrostaticas externas durante a aquisi¢éo do registro de sono.

4.4 Registro eletrocorticografico (ECoG)

Os ratos foram conectados ao poligrafo por meio de cabos blindados
para a eletroencefalografia. Os cabos foram revestidos com uma malha flexivel de
aco inoxidavel, para evitar a sua ruptura pelos animais. Na extremidade de cada
cabo foi colocado um conector, apropriado para o encaixe com aquele fixado nos
cranios dos animais, tipo “‘macho-fémea”. A outra extremidade do cabo foi
conectada ao painel de entrada do aparelho, de acordo com a montagem
preconizada anteriormente. E importante salientar que o cabo de conex&o foi
projetado para dar ao animal conforto e liberdade de movimentagao, reduzindo
assim mais este fator estressante, o qual poderia influenciar os parametros a

serem observados.

Os ratos foram registrados por poligrafos digitais Nihon-Kohden™
modelo QP-223A (Japdo) de 32 canais. Foi feito o registrado em cada animal

através de trés canais, sendo dois para o registro do ECoG e o terceiro para o
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registro do eletromiograma (EMG). A aquisicdo do sinal foi automaticamente
digitalizada e armazenada até a leitura em disco rigido. A leitura dos registros foi
manual e feita por meio do programa de andlise Polysmith™ Neurotronics Inc.™,
em épocas de 30 segundos. ApdOs a analise, os registros foram arquivados em

discos opticos (DVD, Panassonic™).

A frequéncia da amostragem do sinal foi de 200Hz; a calibracéo foi
padronizada em 50uV; a sensibilidade, ou o0 ganho, foi de 15uV para o ECoG e de
30uV para o EMG; a constante de tempo ou filtro “passa baixo“ foi de 0,1s para o
ECoG e de 0,03s para o EMG,; o filtro "passa alto” foi ajustado a 35Hz para o ECoG

e a 70Hz para o EMG e o filtro de corrente alternada para 60Hz.

Foi considerado como vigilia quando os dois canais corticais (canal 1:
eletrodos 1 e 2; canal 2: eletrodos 3 e 4) demonstravam um tracado
dessincronizado, de alta frequéncia (>25Hz) e amplitude baixa (<50uV), podendo
aparecer o ritmo theta (5 a 8Hz) no segundo canal cortical, e quando o canal do
EMG apresentou um tracado de alta amplitude (>40uV), exceto na vigilia quieta em
qgue a amplitude do EMG pode estar tdo reduzida quanto no SOL (Figura 10A). O
sono de ondas lentas (SOL) foi caracterizado quando os dois canais corticais
demonstraram um aumento na amplitude (>50uV) e uma diminuicdo na frequéncia
de onda (< 25Hz), e quando o EMG apresentou uma amplitude mais reduzida (20 a
50uV) (Figura 10B). O sono paradoxal (SP) foi caracterizado quando o primeiro
canal cortical demonstrou uma reducdo na amplitude (<50uV) e um aumento na
frequéncia de onda (>40Hz), o segundo canal cortical apresentou um padrdo de
onda de ritmo theta (5 a 8Hz) praticamente monotonico e 0 EMG se mostrou com a
amplitude quase nula (<20uV) (Timo-laria et al., 1970; Andersen et al., 2001)
(Figura 10C).
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A: Prolongado episédio de vigilia caracterizada pela dessincronizagao cortical (Canal 1-ECoG) e
ténus muscular acentuado (Canal 2-EMG). Calibragéo: 1 segundo e 50uV. Velocidade: 10 mm/seg.

Tempo: 30 segundos.
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B: Padrdes eletrocorticograficos de sono de ondas lentas. Notam-se ondas sincronizadas, com alta
amplitude e baixa frequéncia (Canal 1-ECoG) e hipotonia muscular (Canal 2-EMG). Calibracéo: 1

segundo e 50uV. Velocidade: 10 mm/seg. Tempo: 30 segundos.
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C: Episédio de sono paradoxal. Destaca-se o ritmo teta bem modulado (Canal 1- ECoG) e a atonia
muscular (Canal 2-EMG). Calibracdo: 1 segundo e 50uV. Velocidade: 10 mm/seg. Tempo: 30
segundos. ECoG: eletrocorticografico; EMG: eletromiograma.

Figura 10: llustracéo de vigilia (A), sono de ondas lentas (B) e sono paradoxal (C).
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4.5 Esfregaco Vaginal

Para a realizagcdo do esfregaco vaginal introduziu-se uma solugao
salina (0,9%) na abertura vaginal da rata, utilizando o conta gotas e uma pipeta de
200ul. Retirou-se a salina da abertura vaginal apds alguns instantes. A salina foi
espalhada sobre a lamina para a identificacdo do tipo celular predominante em
cada fase do ciclo (Figura 11). A leitura foi feita logo apos o esfregaco vaginal
utilizando o microscépio com aumento de 40X. O esfregaco vaginal foi realizado
diariamente no periodo das 8 as 10 horas. As concentracdes dos hormonios
sexuais apresentam oscilacdes em cada fase do ciclo estral, como ilustra a Figura

11 (Branchey et al., 1971; Haim et al., 2003).

As ratas apresentam uma ciclicidade hormonal denominada de ciclo
estral que normalmente comeca entre o 35° e 0 45° dia de vida (Butcher et al.,
1974). As ratas sao animais poliéstricos, cuja duracao do ciclo estral, que varia de
quatro a cinco dias, consiste em quatro fases: proestro, estro, metaestro (ou diestro

) e diestro (ou diestro II).
As quatro fases do ciclo estral estdo descritas a seguir:

Proestro: a proestro é caracterizada pela presenca das células
epiteliais com predominancia de células grandes e nucleadas e ocasionais células
cornificadas. Esta fase permanece de 12 a 14 horas e precede o estro. Nesta fase
torna-se evidente a acdo estrogénica sobre o epitélio vaginal, assim como o
desenvolvimento folicular provocado pelas altas concentracdes de estradiol (Figura

11A).

Estro: a predominancia das células cornificadas torna esta fase
evidente. O estro inicia-se a noite e permanece de 25 a 27 horas. Durante esta
fase, a ovulacdo ocorre espontaneamente e as fémeas se tornam receptivas aos
machos, exibindo mudancas comportamentais que aumentam a probabilidade de

copula (Figura 11B).
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Metaestro: esta fase é frequentemente chamada de diestro | e é
caracterizada pela presenca de poucos leucdcitos, do muco, e das células
cornificadas e epiteliais (nucleadas). O periodo de duracao é de seis a oito horas e
ocorre a tumefacdo da vulva e massa caseosa na vagina. Esta é a fase luteinica
gue corresponde a formacao do corpo Iuteo na superficie do ovario. O corpo liteo
€ responsavel pela producdo da progesterona, a qual impede a maturacdo de

novos foliculos e permite a manutencao da prenhez (Figura 11C).

z

Diestro: também €& conhecida como a diestro Il. As células
predominantes desta fase sdo o0s leucocitos e as células epiteliais com muco
abundante no esfregaco vaginal. Essa é a fase mais longa, que predomina de 55 a
57 horas, e corresponde ao impedimento da maturacdo de novos foliculos
provocado pela agdo da progesterona. A sua duracdo dessa depende do tempo
necessario para ocorrer a regressdo do corpo liteo e a cessagcdo da acdo da

progesterona (Figura 11D).

Figura 11: llustracéo das fases do ciclo estral [Proestro (A); Estro (B); Metaestro (C); Diestro (D)].
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4.6 Teste da placa quente

A placa quente foi utilizada para medir a laténcia da resposta a dor,
de acordo com o método descrito por Eddy e Leim Bach (1953). Os animais foram
colocados sobre a placa quente (Ugo Basile, Biological Research Apparatus

Company, Comerio, Italia) aquecida a 50°C (Bolles e Fanselow, 1982) (Figura 12).

A laténcia da placa quente foi definida como elevacéo, lamber as
patas ou salto. O animal foi retirado da placa quente imediatamente apos uma das
reacdes descritas anteriormente ter acontecido. Um periodo de laténcia de 90
segundos foi definido como completa analgesia e usado como tempo limite para os

ratos que nao respondessem ao estimulo térmico. Os testes sempre foram

conduzidos entre as 8 e as 10 horas.

Figura 12: llustracdo do rato sobre a placa quente (A) e ao lamber a pata posterior em resposta ao

estimulo nociceptivo (B).

4.7 Desenvolvimento da osteoartrite em ratos

O dano na articulagéo foi induzido por uma injecéo intra-articular de
2mg de iodoacetato de sodio dentro da articulacdo do joelho esquerdo dos ratos
(Figura 13) levemente anestesiados (halotano) num volume total de 25uL
(Fernihough et al., 2004). Para o grupo SHAM, a salina foi injetada dentro do

joelho, enquanto que o grupo controle (CTRL) nao recebeu qualquer intervencao.
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Com o joelho flexionado a um angulo de 90° (Figura 14), a solucdo do
iodoacetato de sédio foi injetada por meio do ligamento patelar usando uma agulha
do tamanho 26GX3/8. A dose de 2mg produziu a hiperalgesia e a alodinea com a
auséncia de efeitos sobre a saude geral dos animais (Fernihough et al., 2004).
Uma hiperalgesia robusta foi observada até ao 28° dia (Guingamp et al., 1997). O
iodoacetato causa a patologia articular via inibicdo da glicélise na cartilagem
vascular, ocorrendo a morte dos condrécitos (Janusz et al., 2002). A saude geral

dos animais foi monitorada diariamente.

Figura 13: llustracéo da administracao do iodoacetato de sédio no joelho esquerdo.
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Figura 14: llustracéo do local da injecéo intra-articular com o joelho flexionado a 90° graus.

Os testes comportamentais e dos registros de sono foram conduzidos
com diferentes grupos de ratos durante o periodo basal, e nos 1°, 10°, 15°, 20° e
28° dias apoés a injecdo. Estes dias foram baseados no protocolo de Fernihough e
colaboradores (2004). No total, 36 animais foram utilizados no presente estudo

(n=18 para o experimento 1 e n=18 para 0 experimento 2).

4.8 Histologia da articulagéo do joelho
4.8.1 Preparacdo do tecido

Os ratos submetidos ao teste comportamental foram eutanasiados
para se realizar a histologia da articulacdo apos 28 dias da administracdo do
iodoacetato de soOdio. Realizou-se a histologia articular nesses ratos para
assegurar e comprovar o dano articular. O protocolo foi adaptado ao de Fernihough
e colaboradores (2004). A articulacédo dos joelhos foi primeiro dissecada para a
retirada da musculatura circundante. Os tecidos foram fixados durante uma noite
com paraformaldeido a 4% em uma salina tamponada, tendo sido depois
descalcificados, por no maximo 16h, em uma agua contendo 7% wi/v AlCI3.6H20,

5% de &cido férmico e 8,5% de HCI (Schwab et al., 1997). As articulacdes do
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joelho descalcificadas foram lavadas ao longo da noite em 0,1 M de tampéao fosfato
(pH=7,4) e depois encubadas em 15% de sacarose e 0,1 M tampéo fosfato por

24h. Em seguida, o tecido foi congelado a -80°C.

4.8.2 Coloracdao histolégica e marcacao da patologia

Cada frag&o do joelho foi seccionada usando o criostato para fornecer
seccOes coronais de 20 uym. Apds a secagem, as laminas foram inicialmente
observadas para identificar o espaco intra-articular e a regido central da carga do
joelho. Essas seccdes foram mergulhadas em hematoxilina/eosina e, em seguida,
desidratadas com etanol, utilizando uma série composta por 70, 90 e 100%.
Finalmente, as seccBes foram montadas antes de serem fotografadas com um
microscopio Nikon com uma camera digital colorida anexada. Aproximadamente 10
seccOes de cada animal foram individualmente marcadas para a patologia. Estas
seccbes compreendiam as imagens de uma regido de 2 mm através da superficie
da articulacdo femoro-tibial. O protocolo foi conduzido baseado em protocolos

prévios (Fernihough et al., 2004).

4.9 Coleta de sangue

Ao final do experimento os ratos foram imediatamente eutanasiados
pelo método da decapitacdo em uma sala adjacente. Saliente-se que esse
procedimento requer muita experiéncia e destreza para imobilizar o animal
corretamente e precisdo no manejo da guilhotina, pelo qual apenas duas pessoas
realizaram a decapitacéo no decorrer dos experimentos. O sangue foi recolhido em
tubos de vidro especificos de acordo com a dosagem hormonal a ser realizada.
Tubos de vidros de 10 ml sem anticoagulante (soro) ou de 5 ml com anticoagulante
EDTA (plasma) foram utilizados para a determinacdo hormonal da testosterona, da

progesterona e do estradiol, respectivamente. Apés a coleta, os tubos foram
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centrifugados a 3.500 rpm por 10 minutos, sendo o0 soro a temperatura ambiente e
o plasma a 4°C. O sobrenadante foi pipetado e armazenado em tubos menores a -

80°C até a realizacdo dos ensaios.

4.10 Analise Hormonal

Cada ensaio hormonal para um determinado hormdnio foi realizado
no mesmo dia para todos 0s grupos pertencentes aquele experimento. A
concentracdo da testosterona foi determinada por meio do ensaio da
quimioluminescéncia imunométrica (Advia Centauro, Bayer Corporation, Tarrytown,
NY, EUA). Em relacdo a concentracdo da progesterona, foi utilizado o imuno-
competitivo (Advia Centauro, Bayer Corporation, Tarrytown, NY, EUA). A técnica
de radioimunoensaio foi utilizada para determinar as concentragcées do estradiol

(ICN Biomedicals, Costa Mesa, CA, EUA).

4.11 Anéalise estatistica

Artigo 1: Os dados foram analisados usando a analise de variancia
de duas vias (ANOVA) para medidas repetidas do registro de sono (basal, D1 até
D28) e grupo (CTRL, SHAM e OA) como os principais fatores, seguida pelo teste

de post hoc de Duncan.

Artigo 2: Os dados foram analisados usando a analise de variancia
de trés vias (ANOVA) para medidas repetidas do registro de sono (D1 até D28),
grupo (CTRL, SHAM e OA) e género (macho, fémea estro e fémeas diestro) como

0s principais fatores, seguida pelo teste de post hoc de Duncan.

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo e o

nivel de significancia estabelecido foi de p < 0,05.
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ARTIGO 1

PADRAO DE SONO EM UM MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOARTRITE
Silva A, Andersen ML, Tufik S

A osteoartrite (OA) € um dos grandes problemas de saude, tendo a sua
prevaléncia aumentado nas ultimas décadas. Tem sido demonstrado que a relacdo
entre a dor e 0 sono produz mudancas no padrao de sono e na percepcao da dor.
No entanto, estudos eletrofisiolégicos com modelos animais de dor ainda séo
limitados. O presente estudo analisou o efeito da dor crbnica articular no padréo de
sono em um modelo experimental com a OA em ratos machos. Foram implantados
eletrodos para registro do eletrocorticograma e do eletromiograma. A OA foi
induzida nesses animais por meio da administracdo intra-articular do iodoacetato
no joelho esquerdo. Os registros de sono foram monitorados durante o periodo
claro e escuro, com a duracdo de 12 horas cada, e foram avaliados no inicio do
estudo (antes da administracéo) e nos dias 1, 10, 15, 20 e 28 ap0s a injecao do
iodoacetato. A OA foi comparada aos grupos SHAM (administracdo de veiculo) e
grupo controle (ndo manipulado). O limiar da dor foi avaliado no teste da placa
guente com um adicional grupo de animais nos mesmos dias. Os resultados
demonstraram que a OA induziu a uma reducdo significativa no limiar da dor
térmica a partir do 10° dia até ao final do experimento. As analises dos registros de
sono mostraram que os ratos com a OA tiveram alteracbes no padrdo de sono,
como a reducdo da eficiéncia de sono, do sono de ondas lentas e do sono
paradoxal, assim como um aumento do numero de despertares durante o periodo
claro comparado com o periodo basal e com os grupos SHAM e controle. Estas
mudancas no padrdo de sono ocorreram principalmente entre os 10° e 28° dia. No
periodo escuro, os distarbios de sono também foram observados uma vez que
houve uma diminuicdo da eficiéncia de sono, do sono de ondas lentas e do sono
paradoxal. Nossos resultados sugerem que a dor associada com o modelo animal

com a OA provoca marcantes alteracdes na arquitetura de sono nos ratos.
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ARTIGO 2

DIFERENCAS DO GENERO NO PADRAO DE SONO EM UM MODELO
EXPERIMENTAL DE OSTEOARTRITE

Silva A, Andersen ML, Araujo P, Zager A, Tufik S

A osteoartrite (OA) € um dos grandes problemas de salde e € caracterizada pela
degeneracdo da cartilagem articular e esta associada a dor crénica e aos disturbios
do sono. O presente estudo analisou o efeito da dor crbnica articular no padréo de
sono em um modelo experimental com a OA em ratos machos e fémeas. Para o
registro do eletrocorticograma e do eletromiograma foram implantados eletrodos
nos ratos. A OA foi induzida nesses animais pela administracéo intra-articular do
iodoacetato de (2mg) no joelho esquerdo de ratos machos e das fémeas (estro e
diestro). Os registros de sono foram monitorados durante o periodo claro e escuro
com duracao de 12h cada um e foram avaliados nos dias 1, 10, 15, 20 e 28 ap0s a
injecdo de iodoacetato, SHAM ou controle. Os resultados demonstraram alteracdes
na arquitetura do sono de forma geral em ambos os géneros. Estas alteracdes, que
ocorreram no periodo claro e escuro, e iniciaram-se no dia 1 (D1) e persistiram até
ao final do estudo. Os ratos OA, independentemente do género apresentaram uma
fragmentacao no padrdo de sono com uma reducao da eficiéncia de sono, do sono
de ondas lentas e do sono paradoxal, bem como uma menor duragcdo nos
episédios de sono paradoxal. No entanto, os machos apresentaram uma menor
eficiéncia de sono e de ondas lentas do sono, em comparacdo com as fémeas no
periodo escuro. Além disto, a OA afetou os niveis hormonais nos machos, uma vez
que os niveis da testosterona foram reduzidos em comparacdo com 0S grupos
controle e SHAM. Nas fémeas, a progesterona e o estradiol permaneceram
inalterados durante o estudo. Nossos resultados sugerem que o modelo cronico da
OA influencia o padrdo de sono de ambos os géneros, porém 0s machos parecem

ser mais afetados.
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ABSTRACT

Objective: Osteoarthritis (OA) is a major healthcare burden with increasing
incidence, characterized by degeneration of articular cartilage. OA is associated
with chronic pain and sleep disturbance. The current study examined the long-term
effect of chronic articular pain on sleep patterns in an experimental model of OA in
female as compared to male rats. Methods: Rats were implanted with electrodes
for electrocorticography and electromyography and assigned to control, sham or
OA groups. OA was induced by the intra-articular administration of (2mg)
monosodium iodoacetate into the left knee joint in male and female (at estrus and
diestrus phases) rats. Sleep was monitored at days 1, 10, 15, 20 and 28 after
iodoacetate injection during light and dark periods. Results: The results showed
that the overall sleep architecture changed in both genders. These alterations
occurred during the light and dark periods, beginning on D1 and persisting until the
end of the study. OA rats regardless of gender showed a fragmented sleep pattern
with reduced sleep efficiency, slow-wave sleep, and paradoxical sleep, with fewer
paradoxical sleep bouts. However, the males showed lower sleep efficiency and
reduced slow-wave sleep as compared to females during the dark period.
Additionally, OA affected hormonal levels in the male rats, as testosterone levels
were reduced in comparison to the control and sham groups. In females,
progesterone and estradiol remained unchanged throughout the study.
Conclusion: Thus, our results suggest that the chronic model of OA influenced

sleep pattern in both genders; however, males appeared to be more affected.
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INTRODUCTION

Osteoarthritis (OA) is the most common degenerative disease of the
joints, affecting at least 50% of people over 65 years of age, and occurring in
younger individuals following joint injury (Bove et al., 2009). This proportion is set to
rise as OA prevalence increases with obesity and as the aged population expands.
OA is characterized initially by cartilage degradation which precedes changes in the
underlying subchondral bone. Patients often present pain and disability after a

significant loss of articular cartilage (Bove et al., 2009).

Until recently, mechanisms of pain generation in OA were not well
understood, due to a lack of clinically relevant animal models and sensitive
methods for measuring pain behavior (Pomonis et al., 2005; Bove et al., 2009). For
instance, recent data from our group indicate that male rats with OA induced by
sodium iodoacetate exhibited significantly altered sleep architecture directly
associated with increased pain. The alterations in sleep pattern occurred mainly
during the light period, beginning on 10° day after injection of monosodium
iodoacetate and persisting until the end of the study (Silva et al., 2008a). Indeed,
the single intra-articular injection of monosodium iodoacetate into the femorotibial
joint is a reliable model of OA in rats (Fernihough et al., 2004) as it results in
chondrocyte death and the development of OA resembling human disease

(Guzman et al., 2003).

It has been documented that gender may play a role in a wide array of
orthopedic diseases, including OA (Srikanth et al., 2005). The gender difference is
of particular concern when it comes to the development of OA as the condition
continues to be diagnosed more frequently in women than men (Fillingim et al.,
2009). Incidence will likely continue to increase as the population increases in both
age and weight (Mokdad et al., 2003; Price and Herndon, 2009). Notwithstanding,
in sleep surveys women report considerably more sleep problems than men
(Lindberg et al., 1997; Silva et al., 2008b). Therefore, it is expected that women that

suffer OA would present a higher prevalence of sleep problems. For instance,
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women participants frequently reported that OA pain had a negative impact on
sleep, including both sleep onset and sleep maintenance (Hawker et al., 2008).
Only a few studies have examined the presence of sleep disorders in conjunction

with OA in women patients.

To our knowledge, no study has been conducted to investigate
whether gender distinctly influences the sleep architecture under an OA paradigm
in an animal model. Thus, the purpose of the present study was to examine long-
term sleep pattern in an experimental model of OA in female as compared to male

rats.

METHODS

Subjects

The study was performed using adult male and female Wistar rats
(250-350 g) that were bred in the animal facility of CEDEME (Universidade Federal
de S&o Paulo, Brazil). Rats were maintained in a temperature-controlled room
(23+1°C) with a 12:12 h light-dark cycle (lights on at 7 a.m.) from birth and allowed
access to food and water ad libitum in standard polypropylene cages. Rats used in
this study were maintained and treated in accordance with the Ethical and Practical
Principles of the Use of Laboratory Animals guidelines (Andersen et al., 2004a) and
the experimental protocol was approved by the Ethical Committee of UNIFESP

(CEP N° 1292/06).
Development of osteoarthritis in the rat

Female and male rats were randomly distributed to the following three
groups (N=6): control (CTRL), SHAM or OA. Joint damage was induced by a single
intra-articular injection of 2 mg of sodium iodoacetate into the left knee joint of
lightly anaesthetized (halothane) rats at a total volume of 25 uL (Fernihough et al.,

2004). For the SHAM operation, saline was injected into the knee, while the CTRL
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group did not receive any intervention. This protocol was used in our previous study

(Silva et al., 2008a).

With the leg flexed at the knee at a 90° angle, sodium iodoacetate
solution was injected through the patellar ligament using a 26GX3/8 needle. The 2
mg dose produced strong, reproducible hyperalgesia and allodynia with no effects
on the general health of the animals (Fernihough et al., 2004). Robust hyperalgesia
was observed until day 28 (Guingamp et al.,, 1997). lodoacetate causes joint
pathology via inhibition of glycolysis in vascular cartilage results in chondrocyte

death (Janusz et al., 2002). The general health of the animals was monitored daily.

Determination of the estrous phase

Smearing was conducted for 14 days prior to the experimental period.
Vaginal smear cytology was used to determine the phase of the estrous cycle, and
all samples were taken between 0800 and 0900 h. Changes in vaginal epithelial cell
morphology were used to indicate the phase of the estrus cycle in terms of the
occurrence of the following three cell types in the vaginal smears: leukocytes,
cornified cells, and nucleated epithelial cells. Estrus (E) was represented by many
cornified cells and no leukocytes, and diestrus (D) by the presence of a few

nucleated epithelial cells and many leukocytes.

Groups and experimental design

Sleep recordings and hormonal evaluation were conducted in the
same groups of rats at baseline and at 1, 10, 15, 20 and 28 days after injection.

These time-points were based on the protocol of Fernihough et al. (2004).

All females were smeared daily and the rats that exhibited two regular
cycles were selected. Similarly to males, female rats were randomly assigned to the
CTRL, SHAM or OA group. On the day of sodium iodoacetate injection, the female
rats were randomly distributed to the following groups: CTRL-Diestrus, SHAM-
Diestrus, OA-Diestrus, CTRL-Estrus, SHAM-Estrus and OA-Estrus.
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Experiment 1 — Evaluation of sleep pattern

a) Stereotaxic surgery

Another group of naive rats were anesthetized with diazepam (10
mg/kg, i.p.) and ketamine (90 mg/kg, i.p.) and mounted in a classic stereotaxic
frame (Insight Instruments, Brazil) for assessment of their sleep-wake cycles. Two
bipolar electrodes with four stainless-steel screws (& 0.9 mm) were placed into the
skull through small holes bored into the right lateral fronto-parietal region (one pair)
and in the left medial fronto-parietal region (another pair) in order to monitor the
bipolar electrocorticogram (ECoG). The free ends of the electrodes were soldered
to a socket that was attached to the skull with acrylic dental cement. Two nickel-
chromium flexible wires were inserted into the neck muscles in order to record the
electromyogram (EMG). All rats received penicillin (20,000 U in 0.1 ml, i.m.) and
sodium diclofenac (25 mg/ml, i.m.) after surgery. One week after surgery, the
sockets were connected via flexible recording cables and a commutator to a
polygraph and computer. The rats habituated to the apparatus (with the wires
attached) over the course of three days, at which point their 48 h basal sleep-wake
states were recorded. The mean values from two days of baseline recordings were
used for further comparisons. The single intra-articular injection of saline/sodium
iodoacetate into the knee joint occurred the next day (at 7 a.m.) after the baseline

recording.

b) Sleep recording

The recordings were performed on a Nihon Koden Co. (Tokyo, Japan)
model QP-223A apparatus using three channels for each animal: two for ECoG
readings and one for head-muscle activity (EMG). The ECoG signals were
amplified and filtered with a low-pass filter at 0.5 Hz and higher cutoff of 35 Hz, as
the EEG frequency band between 0.5 and 30 Hz has the most clinical relevance in
the conscious state (Sinha, 2008). The EMG activity was filtered with a low-pass

filter at 5.3 Hz as this protocol allows recording of the fast range of frequencies.
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Sleep recordings were monitored during light and dark periods lasting 12 h each
(food and water were available ad libitum) and were evaluated at baseline (prior to
administration) as well as on days 1, 10, 15, 20 and 28 after the injection of saline
or iodoacetate, or assignment to SHAM or CTRL groups. During the experimental
period, rats were kept continuously in their own cage, which had been placed inside
a Faraday chamber. The ECoG traces were visually and manually scored blindly for
30 s periods. All recordings were scored by one researcher, thus assuring
consistency of the data. The sleep stages were identified and scored according to

Timo-laria et al. (1970).

The following sleep parameters were assessed: sleep efficiency (the
total sleep time percentage during the recording time); slow-wave sleep (SWS, the
deep sleep time percentage throughout recording); paradoxical sleep (PS, the PS
time percentage throughout the recording); and PS episodes and microarousal
(events at least 15 s long with abrupt modification of baseline ECoG frequency
accompanied by high amplitude EMG activity followed by SWS). PS episodes and

microarousal values were expressed as absolute numbers.
Hormonal analysis

At the end of the experiment, all animals were brought to an adjacent
room and decapitated between 10am-12pm. Blood was collected in glass tubes and
centrifuged (3,500rpm/10min) to obtain samples of serum or plasma. Intra-assay
coefficients of variation are given in parentheses. The serum testosterone (7.7%)
and progesterone (6.5%) were measured by chemiluminescent enzyme
immunoassay (Advia Centaur, Bayer Corporation, Tarrytown, NY, USA). The
radioimmunoassay technique was used to determine concentrations of estradiol

(ICN Biomedicals, Costa Mesa, CA, USA).

Statistical analysis

Data with homogeneity of variance were analyzed using three-way

analysis of variance (ANOVA) for repeated measures with recording, behavior (D1
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until D28), group (CTRL, SHAM and OA) and gender (male, estro and diestro) as
the main factors. Multiple post hoc comparisons were performed using the Duncan
test. Results are expressed as mean + S.E.M. The level of significance was set at

p<0.05.

RESULTS
Sleep Parameters
Light period
Sleep efficiency

ANOVA revealed group effects [F(,45=673.88; p<0.0001] and an
effect for time of recording [F,180=42.18; p<0.0001], as well as an interaction effect
between these factors [F180=31.56; p<0.0001]. When sleep efficiency was
evaluated from D10 to D28, OA male rats displayed decreased sleep efficiency
when compared to D1 (p<0.01), D10 (p<0.001), D15 (p<0.01) and CTRL and
SHAM groups (p<0.01) (Figure 1A). The injection of sodium iodoacetate into the left
knee joint in both groups (diestrus and estrus) of female OA modified the sleep
efficiency, as revealed when these rats were compared with D1 (p<0.001), and
CTRL and SHAM groups (p<0.01). The sleep efficiency was also lower in female
OA estrus rats at D20 and D28 when compared to D10 (p<0.01) and D15 (p<0.01)

(Figure 1A). No interaction was observed between gender and sleep parameters.
Slow-wave sleep (SWS)

As shown in Figure 1B, main group effects [F(,45=518.16; p<0.0001]
and an effect of time of recording [Fa,180=30.33; p<0.0001], as well as an
interaction effect between these factors [F 150=18.30; p<0.0001] were observed.
We found that only female OA diestrus D1 rats differed compared to CTRL and

SHAM groups (p<0.01). OA in male and female rats resulted in significantly less
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SWS from D10 to D28 as compared with D1 (p<0.01), D10 (p<0.01), D15 (p<0.01)
and CTRL and SHAM groups (p<0.01). No interaction was observed between

gender and sleep parameters.
Paradoxical sleep (PS)

Statistical analysis revealed main group effects [F(45=86.34;
p<0.0001], gender [F(45=11.890; p<0.0001] and time of recording [F,180=2.82;
p<0.02], as well as an interaction effect between group and time factors
[F(s,180=7.09; p<0.00001]. During the light periods, a decreased percentage of PS in
the male and female OA groups was observed from D10 to D28 when compared to
D1 (p<0.01) and CTRL and SHAM groups (p<0.01). OA rats at D1 also differed
from the female OA diestrus group at D1 (p<0.01), as shown in Figure 1C.

Paradoxical sleep episodes

There was a statistically significant difference among the groups
[F(2,45=139.35; p<0.0001] and time-points [F4 180)=6.22; p<0.0001], as well as an
interaction effect between these factors [F g 180=8.00; p<0.0001]. The number of PS
episodes from D10 to D28 decreased in OA males, as well as in diestrus OA and
estrus OA groups when compared with CTRL and SHAM groups (p<0.01). From
D15 until D28 all groups differed at D1 (p<0.01), and the female OA estrus D10 rats
differed from those at D1 (p<0.01). Fewer PS episodes were observed in the female
OA diestrus group between D20 and D28 when compared to D10 (p<0.01). And
yet, the male OA group differed between D28 and D10 (p<0.01) (Table 1A).

Paradoxical sleep duration

Statistical analysis revealed main effects of gender [F(45=9.04;
p<0.001] as well as an interaction effect between time and gender factors
[F.180=2.26; p<0.02]. The PS duration is longer in the male OA D1 and D10 rats
when compared to female OA diestrus rats (p<0.01). The female OA diestrus group
at D10 demonstrated shorter PS duration when compared to the female OA estrus

group (p<0.01), as shown in Table 1B.
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Microarousal

ANOVA revealed a significant group effect [F 45=83.33; p<0.0001]
and significant time-point differences [Fa180=9.19; p<0.0001], as well as an
interaction effect between these factors [Fg 180)=5.76; p<0.0001]. The number of
microarousals was significantly increased in the male OA group on D15, D20 and
D28 as compared with the respective D1 (p<0.01) and CTRL and SHAM groups
(p<0.01). And yet, the male OA group measurements at D20 and D28 also differed
from those at D10 (p<0.01) and D15 (p<0.01). The male OA group values at D28
differed from those at D20 (p<0.01). The injection of sodium iodoacetate
administered to female rats in the OA diestrus group increased the number of
microarousal bouts at D20 when compared with CTRL and SHAM groups (p<0.01);
the female OA diestrus group measurements from D28 differed from those obtained
on D1 (p<0.01), D10 (p<0.01) and D15 (p<0.01). The female OA estrus rats
showed an increase in microarousal from D15 until D28 as compared with CTRL
and SHAM groups (p<0.01). At D20, this same group differed from D1 (p<0.01), as

shown in Table 3A.

Dark period
Sleep efficiency

ANOVA revealed group effects [F(245=349.52; p<0.0001], effects for
gender [F(245=11.427; p<0.0001] and time of recording [F(,180=28.53; p<0.0001],
as well as an interaction effect between gender and group factors [F (4 5=2.66;
p<0.04] and an interaction effect between time and group [Fs,180=30.84; p<0.0001].
From D10 to D28, OA male and female rats displayed decreased sleep efficiency
when compared to D1 (p<0.01) and respective CTRL and SHAM groups (p<0.01)
(Figure 2A). Sleep efficiency was also lower in male OA rats at D10, D15 and D28
when compared to female OA estrus rats (p<0.01), and male OA rats at D15 and

D28 differed from female OA diestrus rats (p<0.01). In females with OA, D20
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differed from D10 (p<0.01), and the diestrus female OA rat measurements at D20
differed from those at D15 (p<0.01). Sleep efficiency was also lower in female OA
diestrus rats at D28 when compared to D10 (p<0.01), D15 (p<0.01) and D20
(p<0.01). The male OA rats differed at D28 when compared with D10 (p<0.01)
(Figure 2A).

Slow-wave sleep

As shown in Figure 2B, main group effects [F45=7.82; p<0.001],
effects of gender [F(45=239.27; p<0.0001] and time of recording [F( 180=18.23;
p<0.0001], as well as an interaction effect between gender and group factors
[F,45=3.63; p<0.01] and an interaction effect between gender and time
[Fs.180=21.19; p<0.0001], were observed. We observed that from D10 to D28, male
and female OA rats displayed decreased SWS when compared to D1 (p<0.01) and
CTRL and SHAM groups (p<0.01) (Figure 2B). The male OA group showed
significantly less SWS when compared with the female OA estrus group at D10,

D15, D20 and D28 (p<0.01).
Paradoxical sleep

Statistical analysis revealed main effects of group [F(45=73.15;
p<0.0001] and time of recording [F,180=4.01; p<0.01], as well as an interaction
effect between these factors [Fg 180=3.47; p<0.001]. Less PS was observed in OA
rats (male and female) from D10 to D28 as compared to the respective D1 rats
(p<0.01), and as compared to the CTRL and SHAM groups (p<0.01), as shown in
Figure 2C.

Paradoxical sleep episodes

As shown in Table 2A, we observed main effects of group
[F.45=82.21; p<0.0001] and time of recording [F,180)=5.16; p<0.001], as well as an
interaction effect between gender and group factors [F.45=4.93; p<0.01] and an
interaction effect between group and time [Fg 180=3.85; p<0.001]. From D10 to

D28, both groups of female OA rats displayed decreased PS episodes when
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compared to D1 (p<0.01), and CTRL and SHAM groups (p<0.01). The female OA
estrus group at D1 and male OA group at D15 and D28 differed from respective
CTRL and SHAM groups (p<0.01). The male OA group differed at D10 and D20
from D1 (p<0.01), and CTRL and SHAM groups (p<0.01).

Paradoxical sleep duration

There was a statistically significant difference among the groups
[F2.45= 23.28; p<0.0001]. The PS duration decreased in the male OA group when
compared with CTRL and SHAM groups (p<0.01), as shown in Table 2B.

Microarousal

ANOVA revealed a significant effect of group [F(45=9.57;
p<0.001]. The number of microarousals was significantly increased in the male and
female OA estrus groups on D1 as compared with CTRL and SHAM groups
(p<0.01). The female OA estrus group values from D10 until D28 differed from D1

values (p<0.01), as shown in Table 3B.

Hormone concentrations

ANOVA revealed a significant effect of gender [F( 46=19.95;
p<0.0001] and Duncan test indicated that progesterone concentrations were higher
in all female groups (p<0.01) as compared with the male rats at the end of the
protocol (D28) (Figure 3A). The same effect was observed for the estradiol
concentrations [Fp246 = 12.29; p<0.0001] (Figure 3B). For testosterone, the
statistical analysis revealed main effects of gender [F(46=302.69; p<0.0001] and
an interaction effect between gender and group [F46=5.73; p<0.0001]. The
testosterone concentrations were lower in all female groups as compared with the
male rats (p<0.01) (Figure 3C). OA affected hormonal levels in the male rats, as
testosterone levels were reduced compared with the CTRL and SHAM groups

(p<0.01). In females, progesterone and estradiol remained unchanged (p>0.05).
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DISCUSSION

In this current study, we have investigated the gender differences in
sleep pattern in an experimental model of OA in the knee. We also expanded the
investigation in order to examine the influence of phases of the estrous cycle on
sleep architecture under an OA paradigm. Our main findings showed a fragmented
sleep pattern with reduced sleep efficiency, SWS, and PS, and with fewer
paradoxical sleep bouts in males and females. These alterations occurred mainly in
the light period, and began on D1 and persisted until the end of the study. The
results indicate that the overall sleep architecture changed in both genders.
Interestingly, the males were more affected by OA during the dark periods of
recording as they showed lower sleep efficiency and SWS compared to females.
Hormonal measurements indicate that OA affected the hormonal levels in the male
rats, as testosterone levels were reduced compared with the CTRL and SHAM
groups. Female rats with OA did not exhibit any changes in progesterone or

estradiol levels.

Chronic pain associated with OA can have a significant impact on
normal sleep, which can in turn affect multiple aspects of daily life. Because greater
pain intensity has been associated with a host of sleep disturbances (such as
decreased sleep time, reduced sleep satisfaction, delayed sleep onset, and more
frequent awakenings), greater understanding of the relationship between chronic
pain and sleep is vital to successful patient management (Turk and Cohen, 2009).
This altered sleep pattern can be mainly attributed to the difficulties of sleep
maintenance and sleep disruption. Indeed, sleep disturbances are common among
people with OA (Abad et al., 2008; Turk and Cohen, 2009). In a survey of 429
subjects with OA, problems with sleep onset, sleep maintenance, and early morning
awakenings were reported by 31%, 81%, and 51% of the participants, respectively.
Greater sleep disturbances were correlated with more arthritic joints, knee pain,
poorer self-rated health, poorer physical functioning, and poorer physical

performance (Wilcox et al., 2000). Furthermore, polysomnography conducted in 14
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male patients with OA demonstrates an increase in the proportion of stage 1 NREM
sleep, reduced stage 2 sleep, and increased sleep fragmentation as compared to
the sleep patterns seen in 16 matched healthy controls (Leigh et al., 1988). These
data are in line with our findings of more microarousal events observed in male and

female OA groups (Table 3).

Our group has investigated this complex interaction between sleep and
pain in animal models as well as clinical conditions (Andersen and Tufik, 2000, 2003;
Andersen et al., 2006a; Nascimento et al., 2007; Roizenblatt et al., 2001; Schiitz et
al., 2007, 2009; Smith et al., 2009). For instance, it has been demonstrated that
arthritis induced by Freund’s adjuvant injected into rat hind-paws causes reduced
sleep efficiency, SWS and PS, as well as increased latency to the first sleep episode
and arousal events (Andersen and Tufik, 2000). The data from this study corroborate
previous studies suggesting that sleep disturbances attributable to pain suggest a
bidirectional relationship between sleep disturbance and pain (Moldofsky, 2001;

Schutz et al., 2003; Silva et al., 2008a; Abernethy et al., 2008).

A recent meta-analysis on sex differences in OA indicated that
females as compared with males are at significantly increased risk for OA in the
knee and hand (Srikanth et al., 2005). Some studies have documented sex
differences in pain prevalence, ratings, and depression in OA (Fillingim et al.,
2009). For instance, two studies have reported sex differences in the prevalence of
OA-related pain. For instance, the prevalence of persistent knee pain was

estimated as 24% for females and 18% for males (Andersen et al., 1999).

In our study, we observed that the sleep architecture changed in both
genders. OA animals showed a fragmented sleep pattern with reduced sleep
efficiency, SWS, and PS, as well as fewer PS bouts, regardless of gender. Similarly
to our previous study (Silva et al., 2008a), these alterations occurred in both light
and dark periods. Interestingly, males had more PS than females on the first day
during the light phase: the duration of PS episodes increased on D1 and D10.

Males also showed lower sleep efficiency and SWS during the dark period. These
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data could suggest that chronic OA has a stronger effect on sleep pattern in males
than in females. With respect to the sex differences in the effect of pain on sleep,
Schitz and colleagues (2009) also observed that the sleep pattern was more
affected in male rats with temporomandibular disorder than in female counterparts.
In the present study, we expanded the investigation regarding sex difference, to
verify whether the sleep pattern would change across the estrous cycle in OA rats.
This elucidated the previously-reported relationship between the reproductive cycle
and the sleep architecture (Antunes et al., 2006; Andersen et al., 2008) under pain
conditions. In this sense, our main results demonstrated that female OA rats in
diestrus showed more changes in sleep efficiency and microarousals during the

dark period than did female OA rats at estrous.

In women, a different scenario has been found. Higher pain is
reported in work settings, but not only in this context (Rollman and Lautenbacher,
2001). Unruh (1996) noted that women are more likely than men to experience a
variety of recurrent pain; women also report more severe levels of pain, more
frequent pain and pain of longer duration than do men. Berkley (1997) stated that,
for endogenous pain, women report more multiple pains in more body regions than
men. In fact, with no obvious underlying rationale, some painful diseases are more
prevalent among females, while others are more common among males. For many
diseases, symptoms differ between females and males. These differences are
particularly noteworthy for numerous forms of musculoskeletal pain, including
fibromyalgia, temporomandibular disorders, and myofascial pain, even into old age
(Gallagher et al., 2000) and OA (Price and Herndon, 2009). Empirical attention to
these issues will further advance knowledge regarding gender, pain and sleep

management in OA.

In a meta-analytic review of 16 publications related to pain perception
across the menstrual cycle, Riley and colleagues (1999) concluded that pain
thresholds for mechanical, thermal, and ischemic muscle pain were higher during

the follicular phase of the menstrual cycle (low to moderate levels of estradiol and
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progesterone) than during perimenstrual phases of the cycle (decreasing levels of
estradiol and progesterone) (Riley et al., 1999). The effect sizes were generally
small to moderate. Recently, Cairns and Gazerani (2009) described the association
of pain symptoms in musculoskeletal pain conditions with the reproductive cycle in
women. The authors suggest that estrogens and/or progesterone cause sex-related
differences in pain. Nevertheless, an alternative suggestion that testosterone, the
major male sex hormone, protects men from these chronic musculoskeletal pain
conditions, has also been advanced (Cairns and Gazerani, 2009). As testosterone
concentrations were reduced in OA males, who showed reduced sleep efficiency,
these findings could suggest that the pain condition observed in these males (Silva
et al., 2008a and present data) led to sleep disruption, which caused the decrease
in testosterone levels found in the OA rats. In fact, our laboratory has consistently
observed decreased concentrations of testosterone in sleep-deprived male rats
(Andersen et al., 2003; 2004b; 2005; for review see Andersen and Tufik, 2008).
Because sleep loss induces such profound changes in secretory patterns in distinct
endocrine axes, further studies are warranted in order to provide insights into the

neuroendocrine alterations related to pain.

In females, it has also been reported that PS deprivation induces
hormonal alterations (Andersen et al., 2004b, 2005, 2006b, 2007; Antunes et al.,
2006, 2007) and that sleep-wake cycles in female rats are dramatically altered
when endogenous levels of hormones undergo rapid fluctuations (Kleinlogel, 1975;
Andersen et al., 2008). Thus, under a pain condition, it is expected that greater
variability in crossing through phases will produce more pronounced results.
Curiously and in contrast to human studies, female rats were less affected than

male rats, as represented by higher sleep efficiency and SWS in the dark period.

Finally, it is important to conduct sleep studies using different pain
models and sex-related differences. The results indicate that pain associated with
the OA model causes altered sleep architecture in both genders. Interestingly, the

males were more affected for certain sleep parameters. The mechanistic basis for
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these sex-related differences is not entirely understood, but sex hormones have
been cited as important factors involved in sleep physiology (Van Cauter et al.,
2007; Andersen et al., 2006c; Andersen and Tufik, 2006, 2008). Emerging evidence
suggests that distinct hormonal profiles may contribute to sex-related differences in

the occurrence of certain musculoskeletal pain conditions and sleep parameters.
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Figure legends

Figure 1. Mean + SEM percentage of sleep efficiency (panel A), slow-wave sleep (panel
B) and paradoxical sleep (panel C) at different time-points in male and female rats during
the light period. *Different from control (CTRL) and SHAM; “Different from D1; *Different
from D10; "Different from D15; “Different from Diestro (ANOVA followed by Duncan test).
N=6/group.

Figure 2. Mean + SEM percentage of sleep efficiency (panel A), slow-wave sleep (panel
B) and paradoxical sleep (panel C) at different time-points in male and female rats during
the dark period. *Different from control (CTRL) and SHAM; *Different from D1; *Different
from D10; TDifferent from D15; *Different from D20; °Different from Diestro; 3Different from

Estro (ANOVA followed by Duncan test). N=6/group.

Figure 3. Mean + SEM concentrations of serum progesterone (panel A), estradiol (panel
B) and testosterone (panel C) in male and female rats. *Different from control (CTRL) and
SHAM; “Different from Diestro; °Different from Estro (ANOVA followed by Duncan test).
N=6/group.

Table 1. Mean + SEM paradoxical sleep episodes (panel A) and paradoxical sleep
duration (panel B) at different time-points in male and female rats during the light period.
*Different from control (CTRL) and SHAM; “Different from D1; *Different from D10;
“Different from Diestro; °Different from Estro (ANOVA followed by Duncan test).
N=6/group.

Table 2. Mean + SEM paradoxical sleep episodes (panel A) and paradoxical sleep
duration (panel B) at different time-points in male and female rats during the dark period.
*Different from control (CTRL) and SHAM; *Different from D1 (ANOVA followed by Duncan
test). N=6/group.

Table 3. Mean = SEM microarousals (panel A) during the light period and microarousals
(panel B) during the dark period at different time-points in male and female rats. *Different
from control (CTRL) and SHAM; "Different from D1; *Different from D10; Different from
D15; *Different from D20 (ANOVA followed by Duncan test). N=6/group.
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Figure 3
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Table 1
Groups 1D 10D 15D 20D 28D
Male CTRL 31.3¢2.1 30.5¢1.8 31.0£15 31.0+16 33.24¢2.7
SHAM 30.741.2 32.7£2.0 30.2435 32.8+18 31.2¢1.9
" OA 28.2+1.6 22.3+1.3* 19.32.6* 1.54+1.4% 15.3+1.4*#
g FemaleD CTRL 30.7¢15 28.8+2.6 30.3¢1.7 28.542.7 32.7+1.0
S SHAM 29.241.9 31.5+2.8 28.5+0.9 28.2+0.9 30.8+0.5
g OA 27.0£15 22.3+1.0% 18.70.9* 14.71.0% 13.71.2%
< FemaleE CTRL 30.0+3.2 28.7+2.4 30.3+1.3 31.2426 29.7+1.8
SHAM 29.741.8 28.3+1.1 29.842.3 28.3+1.8 31.3¢14
OA 26.8+1.0 18.80.6* 19.241.6* 13.241.8% 15.021.1%
Male CTRL 2.5+0.2 27403 2.340.2 2.6+0.2 2.6+0.2
SHAM 28403 2.8+0.2 2.940.1 2.540.1 2.840.1
OA 2.9+0.1° 2.4+0.20 2.3£0.1 2.240.1 2.240.1
-.% FemaleD CTRL 21402 22403 2.6+0.1 1.940.2 2.5+0.1
E SHAM 2.3%0.2 2.3+0.4 2.1%0.3 2.340.1 2.4+0.1
§ OA 1.620.2 1.620.18 1.820.2 2.540.2 2.540.2
FemaleE CTRL 2.5+0.2 21403 2.3+0.3 2.5+0.2 2.6+0.1
SHAM 2.3+0.1 2.5+0.1 2.5+0.3 2.740.2 2.340.1
OA 2.1£0.1 2.5+0.1 2.540.1 3.1£05 2.1£0.1

93



Resultados — Artigo 2

Table 2
Groups 1D 10D 15D 20D 28D
Male CTRL 22.8+4.0 24.0£3.7 23.242.9 22.742.8 21.8+4.0
SHAM 23.3+3.6 20.8+2.6 212433 21.0£15 23.3%3.2
" OA 26.5+2.7 14,241 4% 14.8%1.0* 13.241.1% 14.8+1.2*
g FemaleD CTRL 25.243.9 24.5+1.6 23.842.6 26.3+2.8 29.842.3
S SHAM 24.8+1.6 25.742.5 28.7+0.8 25.0+1.4 26.2+2.1
g OA 20.0+1.0 11.421.1% 10.60.9* 10.90.2 10.321.1%
< FemaleE CTRL 29.742.4 27.742.7 26.0+2.2 24.5+2.6 28.243.2
SHAM 29.8+2.1 23.8+1.8 24319 26.0+1.7 28.7+0.8
OA 19.0¢1.3* 11.820.4* 10.2+0.6* 9.8+0.5% 10.70.9*
Male CTRL 3.0+0.5 2.5+0.2 2.340.2 2.2+0.1 2.140.1
SHAM 24402 2.540.2 2.240.1 24402 2.340.1
OA 2.0+£0.2* 1.840.2* 1.720.1* 1.820.1 1.520.1
-.% FemaleD CTRL 21404 23403 2.4+0.3 22403 2.0+0.2
E SHAM 21402 2.1£0.1 2.3£0.1 2.240.2 2.0+0.1
§ OA 2.0+0.2 1.820.1 2.240.2 1.90.1 1.720.1
FemaleE CTRL 2.240.2 2.6+04 2.4+0.3 2.5+0.2 2.140.2
SHAM 2.240.2 2.240.2 2.0+0.2 21403 2.240.3
OA 1.820.1 2.0£0.2 2.0£0.2 2.0+0.2 1.920.2
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Table 3
Groups 1D 10D 15D 20D 28D
Male CTRL 27.2418 26.5+2.5 243422 28.8+1.7 25.742.5
SHAM 27.840.9 255426 26.242.0 275427 26.7+1.3
" OA 27.842.7 35.0+2.2 37.3+1.7% 47.3+44.9"¥ 557459t
g FemaleD CTRL 26.0+0.9 275419 29.742.3 28.7+1.7 33.7¢15
S SHAM 27.2416 25.241.2 28.8+0.7 28.2415 29.5+1.7
g OA 33.8+1.3 33417 37.1£13 41.0+1.3* 44,742 6+
< FemaleE CTRL 31.741.9 31.0+1.1 28.5+2.5 28.742.0 29.0+1.2
SHAM 29.5+0.8 29.342.2 28.0+1.6 29.8+15 29.3425
OA 37.540.8 35.2+1.2 39.3+2.4* 43 54174 41.313.4*
Male CTRL 30.8+2.6 31.3+3.1 30.5+1.9 30.0+4.0 26.8+4.7
SHAM 29.842.2 30.0+£3.3 28.2+18 29.0+1.4 29.742.8
OA 40.8+3.5* 34.0+£3.4 375425 35.34#3.3 36.3+3.3
-.% FemaleD CTRL 29.744.3 32.5+1.3 30,3425 29.242.2 327434
E SHAM 28.842.6 31.541.9 32.8+13 29.8+0.9 33.5+1.0
§ OA 33.0£2.7 32.742.9 38.0+£2.2 35.3+1.3 34.743.2
FemaleE CTRL 34.5+2.2 33.0+£2.0 28.7+1.9 29.3+0.5 30.8+3.4
SHAM 32.5+1.9 32.2+1.4 30.3+2.0 29.742.1 32.0+1.2
OA 241423 35.3+2.8* 35.3+1.3¢ 33.9+2.1# 35.5+1.5¢

95



6 DISCUSSAO



Discussao — Artigo 1

Artigo 1

Em primeiro lugar investigou-se os efeitos da OA nos parametros de
sono dos ratos machos. Este estudo demonstrou que o0s ratos submetidos ao
modelo de degeneracdo articular exibiram uma arquitetura de sono
significativamente alterada. Os animais com OA apresentaram um padrdo de sono
fragmentado com uma reducgéo da eficiéncia de sono, do sono de ondas lentas
(SOL) e do sono paradoxal (SP), assim como um menor nimero dos episodios de
SP. Essas alteracdes ocorreram principalmente no periodo claro, e iniciaram no
décimo dia persistindo até o final do estudo. Paralelamente as alteracdes do
padrdo de sono, observamos diminui¢do do limiar de dor por estimulacéo térmica
nociceptiva do décimo ao 28° dia. Prejuizos no padrdao de sono também ocorreram
no periodo escuro, uma vez que a eficiéncia de sono, SOL e SP foram reduzidas

significativamente.

Os disturbios de sono, devido a dor sugerem uma relacao bidirecional
entre o0 sono e a dor (Moldofsky, 2001; Abernethy, 2008), pela qual ambos podem
interagir de forma complexa causando impacto nas atividades biolégica e
comportamental (Roehrs e Roth, 2005). Tem sido documentado que 0 sono
perturbado ou nao-reparador influencia o tratamento dos distarbios dolorosos
(Moldofsky, 2001). Especificamente, nosso grupo tem estudado essa complexa
associacdo com diferentes modelos animais, assim como em condi¢cdes clinicas
(Andersen e Tufik, 2000, 2003; Roizenblatt et al., 2001; Andersen et al., 2006a;
Nascimento et al., 2007; Schutz et al., 2003, 2004, 2007). Por exemplo, tem sido
demonstrado que, a inducéo da artrite pelo adjuvante de Freund injetado nas patas
posteriores de ratos, causa reducéo da eficiéncia de sono, do SOL e do SP, assim
como aumento da laténcia para o primeiro episodio de sono e para os despertares
(Andersen e Tufik, 2000). Alguns estudos anteriores, realizados com ratos com
artrite, também chegaram a conclusdes similares, as quais foram caracterizadas
pelo aumento da vigilia, a diminuicdo do SOL e do SP e fragmentacdo do sono

(Landis et al., 1989).
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Nés observamos que o modelo da OA nos ratos acarretou uma
reducdo da eficiéncia de sono, provavelmente devido ao aumento de 98,1% no
namero de despertares e a reducdo do SP no periodo claro e escuro. NOsSs0s
achados demonstraram que tanto o SOL como o SP foram afetados nesse modelo
e que, adicionalmente, o sono ndo foi recuperado no periodo escuro. Os dados
mostram ainda que, durante o periodo claro, ocorreu um prejuizo progressivo de
sono do décimo ao 28° dia. Considerando o periodo escuro, o sono foi
similarmente prejudicado, e as alteracbes permaneceram consistentes ao longo
dos dias avaliados. Notou-se que, enquanto o modelo da artrite das patas afetou
agudamente o padrdao de sono, o qual é normalizado dentro de poucos dias
(Andersen e Tufik, 2000), as alteracdes na arquitetura do sono dos ratos com a OA
ocorreram somente dez dias apos a injecdo, tendo persistindo até ao final do

protocolo experimental.

O modelo com o iodoacetato de sédio tem sido investigado como um
modelo de dor da OA (Guingamp et al., 1997; Bove et al.,, 2003; Guzman et al.,
2003). Esse modelo reproduz as caracteristicas clinicas e patolégicas da OA em
animais através de um método minimamente invasivo. Esse modelo pode ser uma
ferramenta util para estudar a dor associada com a OA em diversos contextos
(Pomonis et al., 2005). Por exemplo, as alteracdes patoldgicas induzidas pelo
iodoacetato compartilham muitas similaridades com as patologias associadas com
a OA nos seres humanos (Guingamp et al., 1997; Guzman et al., 2003; Fernihough
et al., 2004), incluindo a perda significativa da cartilagem e as alteracées no 0sso
subcondral. Esta degeneragcdo cronica da articulacdo estd associada com o
comportamento da dor cronica (Vermeirsch et al., 2007), atingindo a cartilagem
articular onde causa a morte dos condrdcitos, proporcionando assim uma base
para o estudos dos mecanismos da dor no desenvolvimento da OA (Guzman et al.,

2003; Fernihough et al., 2004).

No modelo animal da OA induzida pelo iodoacetato de sédio, a

inflamac&o sinovial transitoria € observada no periodo inicial apos a injecao (Figura
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21). Uma semana apoés o tratamento com o iodoacetato de sodio, a inflamacao
nas articulagdes esta presente, sendo a sensacao de dor causada, provavelmente,
por forcas biomecéanicas que afetam a cartilagem articular e 0 osso subcondral
(Beyreuther et al., 2007). Portanto, 0 modelo de iodoacetato reflete com precisao
os diferentes estagios da dor nos pacientes com a OA (Beyreuther et al., 2007).
Fernihough e colaboradores (2004) relataram que no quinto dia ap6s a inducéo da
OA com o iodoacetato, o comportamento dos animais foi caracterizado pela
hiperalgesia e pela alodinea. Os pacientes com a OA também apresentam
resposta hiperalgésica aos estimulos nocivos aplicados no joelho com a OA
(Wessel, 1995; Bajaj et al., 2001). Apesar de ndo termos encontrado diferengas
significativas no teste de laténcia na placa quente na primeira semana,
encontramos mudancas claras apés o décimo dia. Especificamente, o limiar de dor
térmico ainda ndo tem sido amplamente investigado sob protocolos de longa
duracdo. Recentemente, Vermeirsch e colaboradores (2007), utilizando o teste de
Hargreave’s da retirada da pata para a hipersensibilidade ao calor, descreveram
gue a sensibilidade térmica em cobaias estava aumentada no Ultimo estagio da
OA, porém nos ratos ndo foi observada nenhuma mudanca. A hipersensibilidade
ao calor sugere uma falta de hiperalgesia secundaria consistente, a qual tem sido
relatada em alguns pacientes humanos que sofrem de OA (Kosek e Ordeberg,
2000; Bajaj et al., 2001). Estes dados indicam uma tendéncia para os proOxXimos
estudos sobre a sensibilidade térmica neste modelo, como em pacientes com a
OA, indicando o aumento da sensibilidade da dor ao calor encontrada por Kosek e
Ordeberg (2000). A inflamacdo neurogénica tem sido relatada como um possivel
mecanismo de inducdo a dor durante a OA (Marshall et al., 1990); isto é
indiretamente sustentado pelas descobertas da elevada concentracdo de
substancia P no liquido sinovial (Marabini et al., 1991). Nosso estudo anterior
demonstrou que o sono paradoxal € insuficiente para despolarizar motoneurdnios
da medula espinhal em camundongos testados na placa quente, embora seja
capaz de prejudicar o padréo de sono (Andersen et al., 2006a). As alteracdes na

arquitetura de sono, observadas no grupo injetado com a substancia P,
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provavelmente estdo mais relacionadas a sua agdo direta no ciclo vigilia-sono.
Tomados em conjunto, estas descobertas indicam uma forte associacao entre a
reducdo do limiar da dor e a interrupcdo do sono durante a OA, sendo que o
aumento da sensibilidade dolorosa € provavelmente responsavel pelos disturbios

de sono que, por sua vez, causam uma reducédo mais expressiva do limiar da dor.

Tem sido proposto que a fragmentacdo do padrdao de sono pode
promover a privacdo de sono (Hicks et al., 1979), que, por sua vez, aumenta as
respostas comportamentais aos estimulos mecanicos (Andersen e Tufik, 2000),
térmicos (Nascimento et al., 2007) e elétricos (Onen et al., 2000) dolorosos. A
privacdo de sono pode afetar a homeostase do sono e pode ter um papel
importante na nocicep¢do. Assim, Nascimento e colaboradores (2007) mostraram
que o limiar para retirada da pata apés estimulo nociceptivo térmico foi reduzido
apos 96 horas de privacdo de sono paradoxal e que esse efeito persistiu apos 24
horas de recuperagcdo do sono. Os nossos dados sugerem que o modelo de dor
cronica pode apresentar um quadro valioso para o estudo das influéncias

reciprocas entre o sono nao-reparador e a dor.

Recentemente, um estudo relatou que a dor da OA tem efeitos
negativos no sono dos humanos (Hawker et al., 2008). Este achado é consistente
com os estudos transversais prévios que observaram que os disturbios de sono
sdo comuns em individuos com a OA, estando associados ndo somente com uma
maior percepc¢do da dor, mas também com uma maior fadiga, depressédo ou
alteracdes de humor (Pawlikowska et al., 1994; Loge et al., 1998). Além do efeito
da dor no inicio e manutencdo do sono, também se pode especular que o sono
exarceba a dor nos individuos com dores cronicas como, por exemplo, a causada

pela OA (Moldofsky et al., 1975, 1987).

Sabe-se que o sono é um fenbmeno altamente sensivel que pode ser
alterado por fatores intrinsecos e extrinsecos (Foo e Mason, 2003). A perda do
sono pode resultar em alteracdes na regulacdo hormonal (Andersen et al., 2002,

2004b; Van Cauter et al., 2007) e na resposta imunoldgica (Palma et al., 2006;
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Ruiz et al., 2007; Zager et al., 2007, 2009). Portanto, condicdes como uma dor
articular pode desorganizar o ciclo vigilia-sono (Hicks et al., 1979; Landis et al.,

1989; Heppelmann e Pawlak, 1997).

Ressalta-se a importancia de realizar estudos eletrofisiolégicos preé-
clinicos, usando diversas modalidades de dor, para que as informacfes obtidas
das pesquisas com animais possam ser extrapoladas, ampliando o conhecimento
sobre os mecanismos envolvidos nos processos dolorosos e sobre as possiveis

abordagens terapéuticas.
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Artigo 2

Neste estudo, nds avaliamos as diferengas entre 0os géneros no
padrdo do sono em um modelo experimental da OA no joelho. Nés expandimos a
investigacdo a fim de analisar se, as fases do ciclo estral, poderiam exercer uma
influéncia sobre a arquitetura do sono sob o paradigma da OA. Os principais
resultados mostraram um padrdo de sono fragmentado com a reducédo da
eficiéncia de sono, SOL e do SP, bem como menos episddios do SP nos machos e
nas fémeas. Estas alteracbes ocorreram no periodo claro e escuro, tendo-se
iniciado no primeiro dia e persistindo até ao final do estudo. Os resultados
indicaram que a arquitetura do sono se alterou de forma geral para ambos os
géneros. Interessantemente, os machos, quando comparado com as fémeas,
foram os mais afetados pela OA no registro do periodo escuro, uma vez que
apresentaram uma menor eficiéncia de sono e SOL. As medidas hormonais
indicaram que, novamente, a OA afetou mais os ratos machos, uma vez que as
concentragbes de testosterona, quando comparadas com 0s grupos controle
(CTRL) e SHAM, foram reduzidas. As fémeas com a OA ndo tiveram alteracdes

significativas nos seus niveis hormonais (progesterona e estradiol).

A dor cronica associada com a OA pode ter um impacto significativo
sobre o sono normal, 0 que, por sua vez, pode afetar varios aspectos da vida
cotidiana. A intensidade dolorosa tem sido associada a uma série de alteracdes de
sono, como a diminuicdo do tempo de sono, a reducéo da satisfagcdo do sono, o
atraso para o inicio do sono e o aumento na freqiéncia dos despertares. Uma
maior compreensao da relacao entre a dor crénica e o sono € fundamental para o
sucesso na conduta com o paciente (Turk e Cohen, 2009). Estas alteragbes no
padrdo de sono podem ser atribuidas principalmente as dificuldades da
manutencao e das perturbacdes do sono. De fato, disturbios de sono sédo comuns
em pessoas com a OA (Abad et al., 2008; Turk e Cohen, 2009). Em um
levantamento com 429 individuos com a OA, problemas com o inicio e a

manutencdo do sono, bem como o despertar precoce foram relatados,
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respectivamente, por 31%, 81% e 51% dos participantes. Observou-se também
existir uma correlacdo dos disturbios de sono com as articula¢des artriticas, a dor
no joelho, a piora da auto-percepcéo de saude, a funcédo e o desempenho fisico
(Wilcox et al., 2000). Além disto, um estudo que realizou polissonografia em 14
pacientes com OA, demonstrou um aumento do estagio 1 do sono NREM, reducao
do estidgio 2 e aumento da fragmentacdo do sono em comparagcdo com 16
individuos saudaveis (Leigh et al., 1988). Estes dados estdo de acordo com o0s
nossos achados, no qual ocorreu um aumento dos eventos de despertares

observado nos machos e nas fémeas dos grupos com OA (Tabela 3).

O nosso grupo tem investigado, em modelos animais, esta complexa
interacdo entre 0 sono e a dor, bem como as condic¢des clinicas (Andersen e Tufik,
2000, 2003, Andersen et al., 2006a; Nascimento et al., 2007; Roizenblatt et al.,
2001; Schutz et al., 2007, 2009, Smith et al.,, 2009). Por exemplo, tem sido
demonstrado que a artrite induzida pelo adjuvante de Freund injetado na pata
posterior de ratos, provoca a reducao da eficiéncia de sono, do SOL e do SP, bem
como o0 aumento da laténcia para o primeiro episédio de sono e os despertares
(Andersen e Tufik, 2000). Os dados do presente trabalho corroboram com os
estudos anteriores, 0s quais sugerem que a alteracdo do sono atribuida a dor, leva
a uma relacéo bidirecional entre os distarbios de sono e a dor (Moldofsky, 2001;

Schutz et al., 2003; Silva et al., 2008a; Abernethy et al., 2008).

Uma recente meta-analise sobre as diferengcas do género na OA
indica que as mulheres, quando comparadas com 0s homens tém um risco
significativamente aumentado para a OA no joelho e nas maos (Srikanth et al.,
2005). Alguns estudos tém documentado as diferencas entre 0os géneros quanto a
prevaléncia da dor, as classificacdes e a depressdo na OA (Fillingim et al., 2009,
Andersen RE et al., 1999). Por exemplo, a prevaléncia da dor persistente no joelho
foi estimada em 24% para o género feminino e 18% para o masculino (Andersen

RE et al., 1999).
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Em nosso estudo, observamos que a arquitetura do sono se alterou
de forma significativa em ambos 0s géneros. Os animais com a OA,
independentemente do género, apresentaram um padrdo de sono fragmentado,
uma reducéo da eficiéncia de sono, do SOL e do SP, bem como menos eventos de
SP. Estes resultados estdo de acordo com nosso estudo anterior (Silva et al.,
2008a), tendo essas alteracdes ocorrido tanto no periodo claro como no escuro.
Curiosamente, os machos tiveram mais SP que as fémeas no primeiro dia do
periodo claro, como também a duracdo dos episodios de sono paradoxal foram
maiores no primeiro e no décimo dia. Os machos, no periodo escuro, também
apresentaram uma menor eficiéncia de sono e do SOL do que as fémeas. Estes
dados podem sugerir que a OA crdnica tem um efeito mais forte sobre o padrdo de
sono dos machos do que das fémeas. No que diz respeito as diferencas entre os
géneros na resposta da dor sobre 0 sono, Schitz e colaboradores (2009) também
observaram que o padrao do sono nos machos foi mais afetado do que nas fémeas
com disfuncdo temporomandibular. No presente estudo, nds expandimos a
investigacdo quanto as diferencas do género, a fim de se verificar se o padrédo do
sono poderia ser alterado de acordo com ciclo estral nas fémeas com a OA. Isto
nos permite investigar a relagcdo entre o ciclo reprodutivo e a arquitetura de sono,
como previamente relatados (Antunes et al., 2006; Andersen et al., 2008), sob uma
condicdo dolorosa. Neste sentido, 0s nossos principais resultados demonstraram
que as fémeas com a OA diestro apresentaram mais alteracdes na eficiéncia de

sono e nos despertares no periodo escuro do que as fémeas coma OA estro.

Um cenario diferente foi observado nas mulheres. Unruh (1996)
observou que, para uma variedade de dores recorrentes, as mulheres sdo mais
susceptiveis a dor do que os homens, uma vez que elas relataram mais altos
niveis de dor e maior freqiéncia e duracdo de dor do que os homens. Berkley
(1997) afirmou que, para a dor enddgena, as mulheres relataram dores em mais
regides do corpo do que os homens. Embora as causas sejam desconhecidas,
algumas doengas sdo mais dolorosas e prevalentes entre as mulheres e outras

entre os homens, sendo que para muitas doencas o0s sintomas diferem entre
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mulheres e homens. Estas diferencas sao particularmente relevantes para as
numerosas formas de dor, incluindo a fibromialgia, a disfuncado temporomandibular,
a dor miofascial (Gallagher et al., 2000) e a OA (Price e Herndon, 2009). Atencdes
empiricas a estas questdes irdo proporcionar avan¢co no conhecimento para uma
melhor compreensao da relacdo do género, da dor e do sono na conduta de

pacientes com a OA.

Em uma revisdo da meta-analise com 16 publicacfes relacionadas a
percepcdo dolorosa em torno do ciclo menstrual, Riley e colaboradores (1999)
concluiram que o limiar da dor para o estimulo mecéanico, o térmico e a dor
muscular isquémica, foram maiores durante a fase folicular do ciclo menstrual
(baixa moderada dos niveis do estradiol e da progesterona) do que durante a fase
do ciclo peri-menstrual (diminuicdo dos niveis do estradiol e da progesterona),
tendo os efeitos sido modestos (Riley et al., 1999). Recentemente, Cairns e
Gazerani (2009) descreveram a associacao dos sintomas da dor, nas condi¢des da
dor musculoesquelética, com o ciclo reprodutivo das mulheres. Os autores
sugeriram que o papel do estrogénio e/ou da progesterona estava relacionado ao
género em relacdo as diferencas da dor. No entanto, uma explicacdo alternativa
que também tem sido relatada € que a testosterona, o principal horménio sexual
masculino, protege os homens dessas condi¢cdes de dor musculoesqueléticas
(Gazerani e Cairns, 2009). Como as concentracbes da testosterona foram
reduzidas nos machos com a OA, eles apresentaram menor eficiéncia de sono.
Estes resultados podem sugerir que a condicdo de dor observada nesses machos
(Silva et al., 2008a e presentes dados) levaram a interrup¢cdo do sono, que,
consequentemente, causou a diminuicdo dos niveis da testosterona observada nos
machos com a OA. De fato, o nosso laboratorio tem consistentemente observado
diminuicdo das concentracfes de testosterona em ratos machos privados de sono
paradoxal (Andersen et al., 2003; 2004b; 2005; Andersen e Tufik, 2008). A falta de
sono induz a tais profundas mudancas no padrdo da secrecdo nos e€ixos
endocrimos, no entanto, mais estudos sdo necessarios a fim de proporcionar

possiveis explicacdes sobre as alteragdes neuroendocrinas relacionadas a dor.
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Nas fémeas também tem sido relatado que a privagdo de SP induz a
alteracdes hormonais (Andersen et al., 2004b, 2005, 2006b, 2007; Antunes et al.,
2006, 2007), bem como o ciclo vigilia-sono é influenciado pelos niveis dos
horménios enddgenos (Kleinlogel de 1975, Andersen et al., 2008). Assim, sob uma
condicdo dolorosa, espera-se que uma maior variabilidade ocorra entre as
diferentes fases do ciclo estral. Curiosamente, e ao contrario de estudos com seres
humanos, as fémeas foram menos afetadas do que os machos, como pode ser

visto pela maior eficiéncia de sono e do SOL no periodo escuro.

Assim, é importante conduzir estudos sobre o sono, utilizando
diferentes modelos de dor e diferencas relacionadas ao género. Os presentes
resultados indicaram que a dor associada ao modelo da OA causou alteracdes na
arquitetura do sono para ambos os géneros. Interessantemente, os machos foram
mais afetados em alguns parametros do sono. Os processos envolvidos no
mecanismo para essas diferencas relacionadas ao género ainda nao estao
totalmente elucidados, porém os hormonios sexuais tém sido apontados como
importantes fatores envolvidos na fisiologia do sono (Van Cauter et al., 2007;
Andersen et al., 2006¢; Andersen e Tufik, 2006, 2008). As evidéncias sugerem que
um perfil hormonal distinto pode contribuir para as diferengas relacionadas ao
género e na ocorréncia de certas condicdes de dor musculoesquelética e

parametros do sono.
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Conclusdes

O estudo dos efeitos da OA sobre o padrao de sono, sensibilidade

dolorosa, influéncia do género e do perfil hormonal, demonstrou que:

1. A dor associada ao modelo de OA em ratos machos causou
marcantes alteracdes na arquitetura do sono tanto durante o
periodo claro como no periodo escuro, além de uma reducgéo
significativa no limiar de dor térmico a partir do décimo dia até ao

final do experimento.

2. O género influencia o padrdo de sono no modelo crénico de OA,
porém, os machos parecem ser mais afetados. Além disso, a OA
afetou os niveis hormonais nos machos, uma vez que as
concentracfes de testosterona foram reduzidas. Nas fémeas com
OA, as concentracdes de progesterona e estradiol permaneceram

inalterados durante o estudo.

Com base nesses resultados obtidos e nas condicBes experimentais
do presente trabalho, conclui-se que a OA é um fator relevante para o ciclo vigilia-
sono promovendo marcantes alteragbes na arquitetura de sono desses animais.
Além disso, o género também foi um fator importante nessas alteracdes no padréao
de sono. Assim, tem-se buscado em modelos animais a compreensdo das
respostas fisioldgicas e dos sistemas bioldgicos envolvidos na interacdo entre dor e

distUrbios de sono.
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