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Resumo

Objetivos: Avaliar os efeitos da administracdo sistémica diaria de Resveratrol no
comportamento nociceptivo e na melhoria dos parametros histopatolégicos associados ao
desenvolvimento de osteoartrose.

Métodos: A osteoartrose foi induzida em ratos machos adultos pela injecdo de mono-
iodoacetato na articulagdo do joelho. Ao dia 14 foi iniciado o tratamento com duas
administracbes diarias de Resveratrol (10 mg/Kg, intraperitoneal), repetidas durante duas
semanas. O grupo de animais osteoartriticos controlo recebeu injecdo idéntica de veiculo.
Os animais estiveram uma semana sem tratamento e foram depois sacrificados (aos 35
dias) para disse¢éo das articulagbes osteoartriticas do joelho. O comportamento nociceptivo
induzido pelo movimento, caracteristico da osteoartrose, foi avaliado aos dias 0, 7, 14, 21,
28 e 35 de osteoartrose, através dos testes do Knee-Bend e do CatWalk. O possivel efeito
benéfico do Resveratrol na cartlagem foi avaliado pela analise das alteracdes
histopatologicas em cortes das articulagcdes do joelho afetadas corados com Safranina-O e
Fast Green. Foram analisados 3 parametros: Largura da area de Perda da Matriz
Cartilaginea, Razao da Profundidade Zonal e o Grau de Degeneracao da Cartilagem.

Resultados: O Resveratrol associou-se a uma melhoria do comportamento nociceptivo,
durante o periodo de tratamento, em ambos os testes comportamentais. Esta melhoria foi
estatisticamente significativa para o teste do Knee-Bend quando comparada com o0s
resultados obtidos antes do inicio do tratamento, no mesmo grupo experimental. A nivel
histologico, o Resveratrol associou-se também a melhores resultados, tendo sido verificadas
reducdes estatisticamente significativas nos trés parametros histopatoldgicos analisados nos
joelhos dos animais que receberam Resveratrol, comparativamente com o0s ratos
osteoartriticos controlo.

Concluséo: O Resveratrol produz uma atenuacdo do comportamento nociceptivo associado
ao movimento da articulagdo afetada nos animais osteoartriticos, bem como uma melhoria
dos parametros histopatol6gicos na cartilagem. Estes dados corroboram outros estudos que
evidenciam propriedades condroprotetoras para o Resveratrol, as quais se correlacionam
com uma atenuagdo do desenvolvimento do processo fisiopatoldgico carateristico da
osteoartrose. Assim, o Resveratrol pode representar uma alternativa terapéutica que permita
o tratamento mais eficaz da osteoartrose, comparativamente com os métodos atuais, dada a
sua capacidade para atuar quer ao nivel da sintomatologia quer ao nivel dos mecanismos
gue desencadeiam a degeneracéo da articulacéo.

Palavras-chave:

Osteoartrose, Resveratrol, dor, histopatologia, articulacdo do joelho, teste do Knee-Bend,
teste do CatWalk



Abstract

Objectives: To evaluate the effects of a daily systemic administration of Resveratrol in the
nociceptive behaviour and in the improvement of histopathological parameters associated to
the development of osteoarthritis.

Methods: Osteoarthritis was induced in male adult rats by mono-iodoacetate injection in the
knee joint. The treatment with two daily injections of Resveratrol started at day 14(10 mg/Kg,
intraperitoneal) and was repeated during two weeks. The group of control osteoarthritic
animals received similar injections of vehicle. The animals rested for one week without any
treatment and were sacrificed afterwards (at day 35) for dissection of the osteoarthritic knee
joints. The nociceptive behaviour was evaluated at days 0, 7, 14, 21, 28 and 35 of disease,
by the Knee-Bend and CatWalk tests. The possible beneficial effect of Resveratrol in the
cartilage was evaluated through an analysis of the histopathological changes in sections of
the affected knee joint stained with Safranin-O and Fast Green. Three parameters were
evaluated: Cartilage matrix loss width, Zonal depth ratio of lesions and Cartilage
degeneration score.

Results: Resveratrol was associated with an improvement of the nociceptive behaviour,
during the period when the animals received treatment, in both behavioural tests. This
improvement was statistically significant for the Knee-Bend test when compared with data
obtained before starting treatment, within the same experimental group. At a histological
level, Resveratrol was also associated with better results, with statistically significant
reductions observed for the three histopathological parameters analysed in the knees of the
animals receiving Resveratrol, in comparison with control osteoarthritic rats.

Conclusion: Resveratrol produces not only an attenuation of the nociceptive behaviour
associated with the movement of the affected joint in osteoarthritic animals, but also an
improvement of the cartilage histopathological parameters. These data corroborate other
studies evidencing condroprotector properties for Resveratrol, which are correlated with an
attenuation of the development of the physiopathologic process characteristic of
osteoarthritis. Therefore, Resveratrol may represent a therapeutic alternative allowing a more
effective treatment of osteoarthritis, comparatively with the present therapies, given its ability
to act both at the symptomatology level and at the level of the mechanisms leading to
articular degeneration.

Key Words:

Osteoarthritis, Resveratrol, pain, histopathology, knee joint, Knee-Bend test, CatWalk test



1. Introducéao

A osteoartrose (OA) afeta diferentes estruturas da articulagdo levando a
degenerescéncia cartilaginea e a dor, sendo este o principal motivo que leva os doentes a
recorrerem ao médico. Cerca de 80 a 90% da populacdo com mais de 65 anos de ambos os
sexos apresenta alteracfes osteoartriticas que acarretam importantes consequéncias
socioeconémicas na vida dos doentes e familiares * 2.

Fisiopatologicamente a OA divide-se em duas fases. Inicialmente verifica-se um
aumento da atividade biossintética onde os condrdcitos sdo estimulados a produzir matriz
extracelular por agédo de diversas citocinas anabolicas. Posteriormente ocorre uma fase
destrutiva na qual intervém diversas citocinas, que levam a uma diminuicdo da matriz, quer
por provocarem aumento da sua degradacdo através das metaloproteinases, quer por
diminuirem a sua sintese. A perda do equilibrio entre estas duas fases origina modificacdes
estruturais que levam & degeneracéo articular com perda funcional **.

Para compensar a perda de fungcdo desenvolvem-se na articulagdo um conjunto de
respostas adaptativas desadequadas, que levam ao aparecimento da sintomatologia
associada a OA, destacando-se a dor que surge devido a ativacdo de recetores nociceptivos
nos diferentes componentes articulares. A existéncia de um estimulo nociceptivo constante
e de um ambiente inflamatério intenso nas estruturas lesadas promovem alteracdes
metabdlicas, neuroquimicas e estruturais ao nivel dos sistemas nervosos periférico e central
(SNC) 2 *8, Estas alteracfes traduzem-se posteriormente numa hiperexcitabilidade das vias
aferentes nociceptivas perpetuando e exacerbando a OA e a dor associada e eventualmente
provocando alodinia e hiperalgesia.

Atualmente, o tratamento mais radical para a OA passa pela artroplastia total.
Contudo, esta ndo garante uma total eficacia na elimina¢éo da dor pois € impossivel garantir
uma total reversao das alterag@es fisiopatoldgicas ocorridas, nomeadamente a nivel do SNC
2, Assim, considera-se que a OA n#do tem cura, pelo que a terapéutica assenta
essencialmente no controlo da dor, com vista a melhoria da qualidade de vida dos doentes.
A medida que se vdo conhecendo melhor os mecanismos da OA, abrem-se novas
perspetivas para a utilizacdo de farmacos que possam atuar ndo apenas ao nivel da dor
mas também na cascata de eventos que desencadeiam a doenga, impedindo a sua
progressao ou provocando a sua reversdo. Neste contexto surge o Resveratrol, um polifenol
natural encontrado numa grande variedade de frutos, nomeadamente nas uvas pretas e
amendoins.

O Resveratrol tem sido estudado no contexto de diversas patologias, pois possuli
propriedades imunomoduladoras, anti-inflamatdrias, antioxidantes, anticarcinogénicas e
neuroprotectoras ***. No ambito da OA, diversos estudos tém avaliado um possivel efeito
anti-osteoartritico, como resultado das suas capacidades anti-apoptéticas, anti-inflamatorias
e antioxidantes *. Existem evidéncias de que o Resveratrol funciona como um protetor dos
tecidos cartilagineos, modulando o funcionamento dos condrécitos ** 4. Assim, existe a
possibilidade deste poder representar uma alternativa eficaz no tratamento da OA, atuando
diretamente nos processos que a desencadeiam e ndo apenas minimizando a sua
sintomatologia. Apesar de um possivel efeito benéfico do Resveratrol na cartilagem, ignora-
se ainda se este se refletira numa melhoria da dor associada a OA, j4 que a dor induz
alteracdes fisiopatoldégicas no sistema nervoso que podem ser total ou parcialmente
irreversiveis. Assim, este trabalho teve como principal objetivo avaliar os efeitos da



administracao sistémica diaria de Resveratrol no comportamento nociceptivo associado ao
desenvolvimento de OA. Para esse intuito utilizamos um modelo experimental de OA
amplamente usado em estudos de dor associada a osteoartrose, induzido em ratos pela
injecdo de mono-iodoacetato (MIA) na articulacdo do joelho, e avaliamos a nocicepcéo
induzida pelo movimento, caracteristica da OA, através dos testes do Knee-Bend e do
CatWalk, dois testes comportamentais previamente validados por nés *°. Para avaliar o
efeito benéfico diretamente na articulacdo afetada, foi feita uma analise das alteracbes
histopatologicas observadas em cortes das articulagdes do joelho de animais OA tratados
com Resveratrol.

2. Métodos:

2.1 Animais

Foram usados 12 ratos machos, adultos Wistar Han (Charles River, Franga) pesando
entre 250 e 300 g no inicio das experiéncias. Os animais foram mantidos em gaiolas do tipo
[l (3 ratos por gaiola) com comida e agua ad libitum durante o decurso das experiéncias,
numa sala (Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade do Porto) com temperatura
(22°C) e humidade constantes e iluminacéo controlada (ciclos alternados de 12 horas de luz
e 12 horas de escuridao).

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com as normas éticas para o
estudo da dor experimental em animais conscientes’®, bem como com as diretrizes
2010/63/EU da UE para experimentacdo animal, tendo sido tomadas todas as medidas para
minimizar o desconforto dos animais.

2.2. Inducdo da osteoartrite

A inducéo da osteoartrose experimental (dia 0) foi feita pela injecdo intra-articular de
2 mg de monoiodoacetato (MIA, Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA) dissolvidos em soro
fisiologico, apos breve anestesia com isoflurano, como descrito previamente{Adaes, 2014
#44}. A injecao foi administrada através do ligamento rotuliano, no espaco intra-articular do
joelho esquerdo.

Para todos os ratos, foi analisada a nocicepc¢édo induzida pelo movimento, com o0s
testes comportamentais do Knee-Bend e do CatWalk, para avaliagdo do normal
desenvolvimento da patologia, como descrito adiante (Ver 2.4).

2.3 Tratamento com Resveratrol

Catorze dias apés a inducdo da OA, os animais foram divididos aleatoriamente em
dois grupos (n=6 por grupo). Num grupo foi administrada uma injecao intraperitoneal de 10



mg/Kg de uma solucdo de 5 mg/mL de Resveratrol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
diluido em 10% de dimetilsulféxido (DMSO) (grupo OA-Resveratrol), duas vezes por dia
(manha e fim da tarde, sempre a mesma hora), durante catorze dias. O outro grupo de
animais foi tratado de forma idéntica, durante o0 mesmo periodo, com um volume igual de
veiculo do Resveratrol (solucdo de 10 % de DMSO em soro fisiolégico; grupo OA-Veiculo).
Uma semana apdés o fim do tratamento os animais foram sacrificados por perfuséo
transcardiaca (aos 35 dias apds injecdo de MIA). Durante todo o periodo foram
monitorizados o estado de salde e comportamento normal dos animais com atencao para
eventuais ganhos ou perdas de peso significativas, sinais de desidratacdo e estresse, e
outras alteracbes comportamentais.

2.4 Avaliacdo do comportamento nociceptivo

A nocicepcgéo induzida pelo movimento foi avaliada em todos os animais pelos testes
CatWalk e Knee-Bend, ja validados e descritos previamente em animais com OA *°. Os
testes de CatWalk e Knee-Bend foram realizados previamente a inje¢&o intra-articular com
MIA (dia 0), para determinar os valores basais de nocicepgao, e posteriormente nos dias 7 e
14 (antes de iniciar tratamento com Resveratrol ou com veiculo, para monitorizar o
desenvolvimento e progressao da OA), 21 e 28 (uma e duas semanas apés tratamento com
Resveratrol ou veiculo, respetivamente) e 35 (uma semana ap0s interromper o tratamento
com Resveratrol ou veiculo) ap6s a injecdo com MIA. As avaliagbes do comportamento
foram realizadas sem conhecimento do grupo experimental em estudo por parte do
investigador e sempre pelo mesmo observador, para minimizar a variabilidade. O teste
CatWalk foi realizado sempre antes do teste Knee-Bend para minimizar o efeito que a
manipulacao da articulacéo afetada podera ter sobre a locomocéo do animal.

O teste Knee-Bend consiste em aplicar no joelho afetado 5 movimentos de extensao
e 5 movimentos de flexdo, sendo atribuido um valor para a reacdo do animal a cada
movimento, tendo em conta a maior ou menor amplitude do movimento e o tipo de resposta
(fuga ou vocalizag&o), como descrito *°. A soma de todos os valores, com um méaximo de 20,
indica a pontuacdo do Knee-Bend e é uma indicacdo da nocicepcdo em resposta ao
movimento da articulacdo afetada.

Para o teste CatWalk, os animais sdo colocados sobre uma plataforma de vidro
iluminada, de maneira a que nos locais de contato das patas com a plataforma é refletido
um sinal luminoso de area e intensidade proporcionais a area de contacto e a presséo
exercida pela pata. A plataforma encontra-se monitorizada com uma camara de video
colocada sob si e conectada a um computador equipado com um programa de aquisicdo de
imagem (Ulead Video Studio, USA). Para cada rato, em cada avaliagcdo, sdo escolhidos de
forma aleatdria 6 fragmentos dos videos. Em 3 deles o animal encontra-se em movimento e
nos restantes 3 em repouso. O numero e a intensidade dos pixéis que se encontram acima
de um determinado limite sdo quantificados usando o programa Image J1.37 (disponivel em
www.tucows.com/preview/510562), para comparacdo entre ambas as patas. A forca
exercida sobre cada pata traseira é obtida através da formula intensidade total = area do
sinal luminoso refletido (nimero de pixéis) x intensidade luminosa média de cada pixel. Os
resultados sdo expressos como percentagem da forca total aplicada pela pata ipsilateral a
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injecdo de MIA (pata esquerda) em relacdo a forca total aplicada por ambas as patas
traseiras.

2.5 Processamento histolégico das articulacoes

No dia 35 de OA, apés avaliagdo comportamental, os animais foram anestesiados
com pentobarbital (Eutasil; 100 mg/Kg, i.p., em solucdo salina 0,9 %) e perfundidos com
Tyrode’s seguido de paraformaldeido a 4% em tampéo fosfato 0.1M, pH 7.2 *°. Os joelhos
foram dissecados, pos-fixados em paraformaldeido 4% (72 horas) e descalcificados durante
8 horas como descrito *°. Posteriormente os joelhos foram lavados em tampéo fosfato 0,1M,
pH 7,2 e armazenados no minimo durante 24 horas, a 4°C, em sacarose a 30%, até serem
cortados num criostato Microm HM 560 (Microm International, Alemanha). As articulacdes
foram depois cortadas pelo meio ao longo do ligamento colateral medial, num plano frontal,
e de cada metade foram feitas 12 secg¢des frontais com 10 ym de espessura e distando 200
um entre elas *’. As secc¢des da articulagdo foram coradas com Fast Green e Safranina-O *>
7 As laminas foram montadas com Eukitt (Kindler, Alemanha) e foi captada uma imagem de
cada uma das trés se¢fBes mais severamente afetadas na zona do prato tibial medial (PTM),
usando o microscopio Axioskop-40 equipado com uma camara digital AxioCam-MRc5 (Carl
Zeiss Microlmaging).

2.6 Analise histopatoldgica das articulacdes

Com recurso ao programa Image J1.37 (disponivel em
www.tucows.com/preview/510562), numa imagem selecionada para cada animal foram
avaliados 3 parametros relativamente a cartilagem da hemi-camara articular medial,
segundo critérios definidos pela Osteoarthritis Research Society International (OARSI) para
avaliacdo e pontuacdo das alteracdes histopatolégicas osteoartriticas em modelos em rato
'8 Foi avaliada a Largura da area de Perda da Matriz Cartilaginea (LPMC), com medicdes
efetuadas a nivel superficial (0 % de profundidade, correspondendo ao nivel superior da
cartilagem intacta), na zona média (50 % da profundidade) e ao nivel da base (100% de
profundidade) na estrutura cartilaginea. Apenas as areas de perda completa da matriz
cartilaginea foram medidas e os resultados foram apresentados para cada nivel sob a forma
da raz&o entre a largura de matriz perdida nesse nivel sobre a largura total do prato tibial
medial (PTM). O segundo parametro avaliado foi a Raz&o da Profundidade Zonal (RPZ) das
lesBes. Para tal o PTM foi dividido em 3 zonas (medial, central, e lateral) de forma a avaliar
a patologia de diferentes areas de carga na articulagdo. No ponto médio de cada zona foi
medida a profundidade da zona degenerada e a espessura total da cartilagem articular. O
resultado foi apresentado sobre a forma de uma razdo entre a profundidade da é&rea
degenerada e a espessura total da cartilagem. Por fim, foi analisado o Grau de
Degeneracdo da Cartilagem (GDC) que avalia a patologia geral da cartilagem articular
através da atribuicdo de uma pontuacdo que tem como critério principal a perda de
condrocitos. Para a zona avaliada no parametro anterior foi feita uma reconstrucao virtual da
cartilagem e mediram-se a area da cartilagem degenerada e a area da cartilagem intacta
(correspondente a area de cartilagem previamente & inducdo da OA). A raz&o obtida entre a
area degenerada e a area intacta foi posteriormente atribuida uma pontuacdo de acordo
com a escala: 0- Razdo <5%, sem degeneracéo; 1- Razdo compreendida entre 5 a 10%,
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degeneracdo minima; 2- Razdo compreendida entre 11 a 25%, degeneracdo ligeira; 3-
Razdo compreendida entre 26 a 50%, degeneracdo moderada; 4- Razdo compreendida
entre 51 a 75%, degeneracdo marcada; 5- Razdo > 75%, degeneracao severa.

2.7 Andlise Estatistica

Todos os valores estdo apresentados como meédia + erro padrdo da média (SEM).
Para os valores da pontuacdo do teste do Knee-Bend e da percentagem da forca total
aplicada pela pata ipsilateral em relacdo a forca total aplicada pelas duas patas, obtida pelo
teste CatWalk, foi feita uma analise de variancia de uma via (ANOVA de uma via) seguida
do teste post-hoc Newman-Keuls de comparac¢fes mdultiplas, para comparagéo, dentro do
mesmo grupo experimental, dos tempos 21, 28 (durante o tratamento) e 35 (final do
tratamento) dias de OA com o tempo de OA imediatamente antes do inicio do tratamento
(14 dias). Para a analise estatistica da pontuacdo dada as alteracdes histopatoldgicas foi
usado o teste Mann-Whitney para comparacdo dos valores obtidos entre os dois grupos
experimentais

3. Resultados:

3.1 Comportamento nociceptivo

Antes do tratamento com Resveratrol ou com veiculo, ambos os grupos de animais
injetados com MIA evidenciaram comportamentos indicativos de dor associada ao
movimento da articulacdo osteoartritica quando esta foi avaliada através dos testes Knee-
Bend e Catwalk. Assim, a partir do dia O até ao dia 14 apoés injegdo com MIA, verificou-se
um aumento da pontuagédo no teste Knee-Bend, semelhante em ambos os grupos, e com
um maximo de 8,8 £ 0,8 para o grupo OA-Veiculo e de 8,4 + 1 para o grupo OA-Resveratrol,
ao dia 7, com posterior estabilizacédo até ao dia 14 (6,8 + 1,2 para o grupo OA-Veiculo e 7,8
+ 0,8 para o grupo OA-Resveratrol; Fig. 1A). No teste CatWalk (Fig. 1B), durante o mesmo
periodo, verificaram-se também respostas semelhantes em ambos 0s grupos com uma
diminuicdo da percentagem de carga aplicada sobre a pata ipsilateral a lesdo, com valores
minimos ao dia 7 de 36,4% + 2,1% para o grupo OA-Veiculo e de 32,7% + 2,5% para o
grupo OA-Resveratrol, com posterior estabilizacdo dos valores no dia 14 (39,7% + 1,9% e
37,8% * 3,6% para os grupos OA-Veiculo e OA-Resveratrol, respetivamente). Os resultados
comprovaram que a OA foi induzida com sucesso havendo o desenvolvimento da
sintomatologia nociceptiva associada.

Nos dias 21 e 28 de OA (respetivamente, final das primeira e segunda semana de
injecdes), observaram-se claras melhorias em ambos os testes no grupo OA-Resveratrol
comparativamente com o grupo OA-Veiculo. No teste Knee-Bend, verificou-se uma
diminuicdo progressiva da pontuacdo no grupo OA-Resveratrol. Esta reducdo foi
estatisticamente significativa, quando comparada com o obtido no dia 14, atingindo valores



de 4,7 +1,2 (p <0,01) no dia 21 e 3,3 £ 1,0 (p <0,001) no 28° dia, reveladores da diminuicdo
do comportamento nociceptivo. Em contraste, no grupo OA-Veiculo, verificou-se uma
manutencdo da pontuacdo do teste, tendo sido registados valores semelhantes aos
anteriores ao tratamento (dia 14), com uma pontuacdo minima de 7,1 £ 1,1, no dia 21. No
teste CatWalk os resultados foram semelhantes aos do teste Knee-Bend, embora as
diferencas ndo tenham atingido significancia estatistica quando comparados com o periodo
anterior ao tratamento. Assim, no grupo OA-Resveratrol, as duas semanas de tratamento
induziram uma melhoria gradual na nocicep¢do, com valores crescentes da presséo
exercida sobre a pata ipsilateral durante a locomocdo nos dias 21 e 28 (respetivamente
44,6% + 3,4% e 44,5% * 1,8%). No grupo OA-Veiculo, as medicbes efetuadas nestes dias
ndo divergiram significativamente do registado no dia 14, tendo-se mantido constantes com
valores minimos de 37,7% + 2,0%, no dia 28.

Uma semana apo6s o final do tratamento (dia 35), ambos os testes demonstraram um
agravamento do comportamento nociceptivo do grupo OA-Resveratrol, tendo sido
atenuadas as melhorias que haviam sido registadas durante as semanas de tratamento. No
teste Knee-Bend, houve aumento da pontuacdo no grupo OA-Resveratrol (5,0 £ 1,3), e
apesar da resposta a dor causada pelo movimento da articulagdo continuar a ser
significativamente menos intensa do que nas primeiras semanas apos a inje¢cdo de MIA (p
<0,01, comparativamente ao dia 14), esta aproximou-se da verificada no grupo OA-Veiculo,
que manteve uma pontuacédo (6,9 + 0,6) semelhante a registada anteriormente. No teste
CatWalk, verificou-se também que com o término do tratamento ocorreu uma regressao da
melhoria do grupo OA-Resveratrol, com um valor de pressao da pata ipsilateral no dia 35
(41,4% % 1,5%) inferior aos registados nos dias 21 e 28, e praticamente sobreponivel ao
medido antes do inicio da administracdo de Resveratrol (dia 14). No grupo OA-Veiculo, o
valor registado ao dia 35 (39,9% + 1,6%) nédo foi estatisticamente diferente dos obtidos nos
dias anteriores.

3.2. Andlise histopatoldgica

O tratamento com Resveratrol promoveu uma melhoria notdria na histologia da
cartilagem da articulacdo do joelho afetada pela osteoartrose (Figura 2). Em cada um dos
trés critérios usados observou-se uma diminuicdo significativa do grau de degeneracao da
cartilagem no grupo OA-Resveratrol comparativamente ao grupo OA-Veiculo (Figura 3).

Relativamente a LPMC, verificou-se uma diminuicdo estatisticamente significativa da
largura de degeneracdo cartilaginea no grupo OA-Resveratrol comparativamente ao grupo
OA-Veiculo, nas duas profundidades onde se verificou perda de matriz, a 0 e a 50% de
profundidade. A perda de matriz cartilaginea a profundidade de 100% foi de 0% em ambos
0S grupos experimentais, indicando que a degeneracdo da cartilagem n&o alcangou o0 0sso
em nenhum animal com 35 dias de OA (dados nao apresentados). A 0% de profundidade a
extensdo da degeneracdo da matriz cartilaginea ocorreu em 78% * 1,6% da largura total no
grupo OA-Veiculo, enquanto no grupo OA-Resveratrol este valor foi de 71,5% * 2,1% (p
<0,05) (Figura 3A). A 50% de profundidade da matriz, mais uma vez a percentagem de
largura cartilaginea degenerada foi significativamente superior no grupo OA-Veiculo, com
55,1% = 0,9% comparativamente com os 31,3 % + 3,45% (p <0,01) do grupo OA-
Resveratrol (Figura 3A).



Os valores obtidos para a RPZ foram semelhantes para as trés zonas de carga
avaliadas, com uma diminuicdo estatisticamente significativa da espessura total da matriz
cartilaginea atingida pelas lesdes, no grupo OA-Resveratrol (Z1- 45,1% + 4,4%; Z2- 45,6% +
1,8%; Z3- 47,2% + 3,2%; p <0,01 para todas as zonas) comparativamente com grupo OA-
Veiculo (Z1- 67,% + 2,1%; Z2- 70,7% + 2,2%; Z3- 68,3% * 1,9%) (Figura 3B).

Por fim, a pontuacao obtida no GDC, foi também significativamente inferior no grupo
OA-Resveratrol nas trés zonas avaliadas (Z1- 3,2 £ 0,2; Z2- 3,4 + 0,11; Z3- 3,3+ 0,2; p
<0,01 para Z1 e Z2 e p <0,05 para Z3) comparativamente ao grupo OA-Veiculo (Z1- 4,2 +
0,1; Z2- 43 £ 0,1; Z3- 4,1 + 0,1) (Figura 3C), indicativo de uma menor degeneracdo da
cartilagem nos animais tratados com Resveratrol.

4. Discussao:

A administracdo de Resveratrol induziu uma melhoria do comportamento nociceptivo
avaliada pelos testes Knee Bend e CatWalk. Estes dados comportamentais foram
corroborados pela avaliagdo histopatologica dos joelhos osteoartriticos, tendo-se registado
melhorias significativas no grupo tratado com Resveratrol comparativamente ao grupo
controlo, nos 3 parametros avaliados. Estes dados evidenciam que a administracdo
sistémica repetida de Resveratrol tem um efeito benéfico, protegendo a articulacdo de uma
degenerescéncia na cartilagem, e atuando na sintomatologia de dor associada a
osteoartrose.

A avaliacdo do comportamento nociceptivo até aos 14 dias apos inje¢do do MIA
permitiu aferir se a dor na osteoartrose se desenvolvia da forma esperada, sendo que em
todos os animais foi notério um comportamento indicativo da existéncia de dor associada ao
movimento e carga sobre a articulagdo afetada, quando analisado pelos testes Knee-Bend e
CatWalk. Estes testes foram ja validados neste modelo de osteoartrose como sendo 0s mais
apropriados para a avaliar a dor dependente do movimento articular, e ndo a dor referida
avaliada com outros testes nociceptivos *°. Os dados de comportamento obtidos durante
este periodo de instalacdo e desenvolvimento da patologia estdo de acordo com a
bibliografia, indicando que a OA foi induzida convenientemente '°. Durante o periodo de
tratamento, ocorreu uma diminuicdo dos comportamentos indicativos de dor associada ao
movimento nos animais que receberam Resveratrol, sugerindo uma melhoria significativa da
dor. No entanto, o efeito benéfico do Resveratrol foi mais acentuado no teste Knee-Bend
comparativamente ao CatWalk, o que pode ser devido ao facto de os animais poderem
adotar durante a marcha posturas que Ihes minimizem a dor. Desta forma, no teste CatWalk
o estimulo doloroso ndo € tdo acentuado pelo que é também de esperar que o efeito
antinociceptivo néo seja tdo evidente como no teste Knee-Bend.

A andlise histopatoldgica dos joelhos osteoartriticos permitiu apurar até que ponto a
administracdo sistémica do Resveratrol, num periodo tdo curto, poderia interferir na
progressdao da degenerescéncia cartilaginea ja iniciada ao longo das duas primeiras
semanas apo6s inducdo da OA. Foram observadas melhorias significativas do grau de
degeneracado da cartilagem da articulacdo afetada, quando avaliado pelos trés parametros
descritos, comparativamente aos ratos osteoartriticos controlo. Existiam j& algumas
evidéncias de que isto poderia acontecer, nomeadamente em estudos em coelho onde se



usaram ou o modelo cirrgico de corte dos ligamentos cruzados para induzir OA *° ou a
injecéo de lipopolissacarideo para induzir artrite inflamatéria ?°. Em ambos, o Resveratrol foi
administrado durante duas semanas, verificando-se melhorias na cartilagem. Nestes, o
tratamento foi feito por injecéo intra-articular do joelho afetado *°, e portanto levantava-se a
guestdo de o mesmo efeito se poder observar, quando a via de tratamento é sistémica. Em
termos de possibilidade de translagédo clinica este € um assunto pertinente visto que as
administracbes sistémicas sdo mais facilmente toleradas e aceites pelos doentes do que
inje¢des intra-articulares. Em termos moleculares, o Resveratrol exibe propriedades
condroprotetoras sendo capaz de inibir a apoptose dos condrdcitos, nomeadamente quando
esta ocorre num ambiente inflamatério mediado pela IL-1B ** 24, Este efeito anti-apoptético
ocorre através de varios mecanismos, nomeadamente pela inibicdo de cascatas que levam
a sintese e atividade de moléculas pré-apoptéticas #?* . Como antioxidante, o Resveratrol
diminui a producdo de espécies reativas de oxigénio e neutraliza-as, o que também se
associa a uma diminuicdo da apoptose * % ?’. As propriedades anti-inflamatorias do
Resveratrol contribuem também para o seu efeito condroprotetor. Através da ativagéo de
sirtuinas, o Resveratrol € capaz de inibir o factor nuclear kappa b (NF-KB) bem como o
activador de proteinas 1 (AP1), ambos envolvidos na sintese de mediadores inflamatérios
importantes na fisiopatologia da osteoartrose ° 2% 23 24 28 Além de inibir a producdo de
mediadores inflamatorios, a inibicdo do NF-KB associa-se a diminuicdo da producdo das
metaloproteinases 3, 9 e 13 ** 28 protegendo a matriz cartilaginea * *°.

Apesar dos efeitos protetores que o Resveratrol apresenta na articulagéo, é pouco
provavel que as melhorias histolégicas sejam a Unica causa da diminuicdo da dor verificada.
Se assim fosse, seria expectavel que esta diminuicdo da dor se mantivesse apés as duas
semanas de administracdo, como consequéncia da menor degeneracdo cartilaginea. No
entanto, as melhorias no comportamento nociceptivo dos animais OA-Resveratrol limitaram-
se praticamente ao periodo da sua administracdo, com posterior agravamento das
manifestacdes algicas apos cessacao do tratamento, sugerindo que o Resveratrol apresenta
efeitos benéficos que atuam especificamente nos mecanismos da dor. O efeito
antinociceptivo do Resveratrol foi descrito previamente em varios modelos de dor
neuropética e inflamatéria. >*?, mas nunca em modelos animais de osteoartrose. E provavel
que as suas propriedades anti-inflamatérias tenham desempenhado um papel fundamental
na evolucdo do efeito antinociceptivo ao longo das duas semanas de administracdo. Ao
inibir a sintese e acdo de diversas moléculas pré-inflamatérias, nomeadamente a ciclo-
oxigenase-2 (COX-2), o Resveratrol atenua o importante papel que estas desempenham no
desenvolvimento da dor, atuando a nivel periférico e central ** 3 *_ Contudo s&o
necessarios mais estudos para elucidar quais os mecanismos envolvidos na acdo
antinociceptiva do Resveratrol na dor osteoartritica e perceber qual o impacto quer dos
efeitos indiretos (nomeadamente o condroprotetor) quer dos diretos. Seria também
pertinente verificar qual a importancia que a duragdo, forma de administragdo e dose do
Resveratrol tém nos resultados obtidos.



5. Conclusao

Apesar das evidentes propriedades condroprotetoras e antinociceptivas, o estudo do
Resveratrol tem-se limitado a investigacao efetuada in vitro e em modelos animais, pelo que
se torna necessario aprofundar estes conhecimentos no homem e perceber melhor os
mecanismos moleculares associados. Dada a auséncia de uma terapéutica com total
eficacia no tratamento da osteoartrose, 0 Resveratrol, ao conseguir atenuar a progressao da
fisiopatologia da OA e ao minimizar a dor a ela associada, pode emergir como uma nova
possibilidade de tratamento para doentes osteoartriticos, complementando as existentes
atualmente.
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Figura 1- Comportamento nociceptivo. (A) Avaliacdo da nocicepcdo induzida pela manipulacdo da
articulagdo osteoartritica no grupo tratado com DMSO (Grupo OA-Veiculo) e no grupo tratado com
Resveratrol + DMSO (Grupo OA-Resveratrol) através do teste do Knee-Bend. Os resultados s&o
apresentados sob a forma da pontuagdo do Knee-Bend para a pata ipsilateral a injegdo com MIA. (B)
Avaliagdo da nocicepgéo induzida pela locomog&o no grupo tratado com DMSO (Grupo OA-Veiculo) e no
grupo tratado com Resveratrol + DMSO (Grupo OA-Resveratrol) através do teste do CatWalk. Os
resultados sdo expressos sobre a forma de percentagem de pressdo que é aplicada pela pata ipsilateral
osteoartritica sobre a pressdo total aplicada por ambas as patas posteriores. Em ambos os testes,
observou-se que desde o dia O até ao dia 14 os valores foram semelhantes para ambos os grupos, com
um aumento progressivo da pontuacdo do Knee-Bend (A) e diminuicdo da percentagem de presséo
aplicada pela pata ipsilateral (B), indicativos da existéncia de dor associada a osteoartrose. Durante o
periodo de tratamento, aos dias 21 e 28 verificou-se uma melhoria gradual da resposta nociceptiva no
grupo OA-Resveratrol em ambos os testes, tendo sido estatisticamente significativa quando comparada
com o periodo anterior ao tratamento apenas no Knee-Bend (A). Em contraste o grupo OA-Veiculo
manteve os valores relativamente constantes ao longo do tempo em ambos os testes. Ap6s o fim do
tratamento, na avaliagdo comportamental do dia 35, verificou-se uma reversdo das melhorias no grupo
OA-Resveratrol, aproximando-se os valores daqueles que foram medidos no Grupo de OA-Veiculo os
guais continuaram semelhantes aos que tinham sido obtidos nos tempos anteriores. Os valores estédo
apresentados como média + SEM. ** representa p <0,01 e *** representa p <0,001; Andlise de variancia
(ANOVA) de uma via seguida do teste post-hoc Newman-Keuls de compara¢des mdltiplas, para
comparacgdo dentro do mesmo grupo experimental de cada tempo de OA com o tempo imediatamente
antes do inicio do tratamento com resveratrol ou DMSO (14 dias); n= 6 animais por grupo experimental.



Figura 2- Histopatologia da articulagdo osteoartritica do joelho corada com Safranina-O e Fast
Green. Seccao coronal do prato tibial medial (PTM) da articulacdo do joelho exemplificativa dos
grupos OA—Controlo (A) e OA-Resveratrol (B). Nos animais que receberam veiculo (A) verifica-se
erosdo da cartilagem articular e reduzida marcagcdo dos proteoglicanos pela Safranina-O, o que
traduz uma acentuada degeneracdo da matriz cartilaginea articular. Em contraste, nos animais
tratados com resveratrol veiculo (B) observa-se uma menor erosdo da cartilagem articular que
ocorreu somente a nivel superficial, e uma maior quantidade de proteoglicanos evidenciada pela
coloragdo com Safranina-O (vermelho), demonstrando assim o menor grau de lesdo associado ao
tratamento com resveratrol. (x) Cartilagem articular.
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Figura 3- Andlise histopatoldgica. (A) Razéo (em percentagem) entre a largura da area de perda de
matriz cartilaginea (LPMC) e a largura total da cartilagem no prato tibial medial, indicativa do grau de
degenerescéncia cartilaginea, ao nivel superficial da cartilagem (profundidade 0%) e ao nivel médio na
cartlagem (profundidade de 50%). No Grupo OA-Resveratrol a perda de matriz cartilaginea foi
significativamente inferior & verificada no Grupo OA-Veiculo), a 0% e 50% de profundidade, sugerindo
que o Resveratrol teve um efeito protetor. (B). Razdo (em percentagem) entre a profundidade das
lesbes cartilagineas e a espessura total da cartlagem numa zona medial (Z1), central (Z2) ou lateral
(Z3) do prato tibial medial. Nas 3 zonas avaliadas verifica-se que a profundidade das les6es é menor no
Grupo OA-Resveratrol do que no Grupo OA-Veiculo). (C) Pontuagéo obtida na avaliagdo do Grau de
Degeneracédo da Cartilagem nas zonas medial (Z1), central (Z2) e lateral (Z3) do prato tibial medial, de
acordo com o valor da razdo obtida entre a area de cartilagem degenerada e a area de cartilagem
antes da indugdo da OA (intacta). A pontuagao obtida, indicativa do grau de degenerescéncia articular,
foi significativamente menor no grupo tratado com Resveratrol + DMSO (Grupo OA-Resveratrol) do que
no grupo tratado com DMSO (Grupo OA-Veiculo) nas 3 zonas avaliadas. Os valores estéo
apresentados como média + SEM. * representa p < 0,05 e ** representa p < 0,01 (Teste Mann-W hitney
para comparagdo entre os dois grupos experimentais); n= 6 animais por grupo experimental.
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Acta Reumatologica Portuguesa

Objectivos e ambito

A Acta Reumatoldgica Portuguesa (ARP) é uma publicacéo cientifica internacional, revista
por pares, abrangendo aspectos clinicos e experimentais das doencas reumaticas. Sao
publicados artigos originais, artigos de revisdo, casos clinicos, imagens em Reumatologia,
cartas ao editor e artigos que visam melhorar a Pratica Clinica (recomendacfes e
protocolos clinicos, por exemplo).

A ARP foi fundada em 1973 como orgdo cientifico oficial da Sociedade Portuguesa de
Reumatologia e subscreve 0s requisitos para apresentacdo de artigos a revistas
biomédicas elaboradas pela Comissao Internacional de Editores de Revistas Médicas
(International Commitee of Medical Journal Editors), publicada na integra inicialmente em
N Engl J Med 1991, 324: 42428 e actualizada em Outubro de 2008 e disponivel em
www.ICMJE.org. A politica editorial da ARP segue as Recomendacdes de Politica Editorial
(Editorial Policy Statements) emitidas pelo Conselho de Editores Cientificos (Council of
Science Editors), disponiveis em
http://www.councilscienceeditors.org/files/public/entire_whitepaper.pdf.

A ARP publica preferencialmente artigos escritos na lingua Inglesa, mas artigos em lingua
Portuguesa também poderdo ser submetidos para avaliagdo. O rigor e a exactidao dos
conteldos, assim como as opinides expressas, sdo da exclusiva responsabilidade do(s)
autor(es).

Os artigos submetidos devem ser originais e ndo podem ter sido publicados previamente.

Os artigos publicados constituirao propriedade da revista, ndo podendo ser reproduzidos,
no seu todo ou em parte, sem a prévia autorizacao dos editores.

A Revista esta indexada no PubMed/Medline e os seus artigos estéo disponiveis online na
integra, com acesso aberto e gratuito.

InstrucBes para submisséo de artigos

A Acta Reumatoldgica Portuguesa oferece aos autores um sistema de submisséo e
revisao de artigos a funcionar exclusivamente online. Acedendo ao website da ARP
(www.actareumatologica.pt), os autores poderdo submeter os seus artigos e acompanhar
0 seu estado no processo de revisdo. Os autores serdo notificados por email no préprio dia
em que o(s) seu(s) artigo(s) sofra(m) alteragdes relevantes durante o processo editorial.

De modo a submeter um manuscrito, os autores deverao criar uma conta de utilizador:

Aceder ao website da ARP (www.actareumatologica.pt), clicar no link "Entrar" seguido de
"Registo” e seguir cuidadosamente todas as instru¢des fornecidas. Um email de activacao
sera enviado para a sua conta de email. Para activar a conta ARP é necessario seguir o
link fornecido no corpo desse email, que automaticamente o redirecionara para uma
mensagem de registo no website da ARP.



Apoés a criacdo de uma conta ARP, os autores poderdo submeter e acompanhar o
progresso do(s) seu(s) artigo(s):

Aceder ao website da ARP (www.actareumatologica.pt), entrar na area privada e clicar no
link "Submeter artigo". Preencher o formulario seguindo as instru¢des cuidadosamente.

Instrugdes aos autores

Para evitar atrasos no processo de revisao, leia cuidadosamente as instru¢des e assegure-
se de que o0 seu manuscrito esta de acordo com os requisitos da ARP antes de submeter
(nimero de palavras e formato).

Titulo do artigo: o titulo deve descrever brevemente o conteldo do artigo. Nao devem ser
usadas abreviaturas. Deve ser indicado um curto titulo para rodapé. Nos artigos escritos
em portugués é necessario incluir o titulo em inglés.

Nome dos autores e afiliacdes

Informac8es do autor responsavel pela correspondéncia: nome, morada, telefone e
endereco electrénico

Resumo: com um maximo de 350 palavras ,deve incluir objectivos, material e métodos,
resultados e conclusdes. Para os casos clinicos o limite de palavras € 180.

Tipos de artigo:

Editoriais: Os Editoriais serdo solicitados por convite do Editor e constituirdo comentarios
sobre topicos actuais ou sobre artigos publicados na revista. O texto dos Editoriais ndo
deveréd exceder as 1200 palavras, um méximo de 15 referéncias e pode conter uma figura
ou tabela.

Artigos de Reviséo: Preferencialmente, os Artigos de Revisao serdo também solicitados
pelo Editor. No entanto, os autores interessados em apresentar um Artigo de Reviséao
podem contactar o Editor para discussao dos temas a apresentar no artigo, o qual ndo
devera exceder as 4000 palavras, 6 Tabelas ou Figuras e 100 referéncias;

Artigos Originais: O texto dos Artigos Originais deve ser apresentado com uma
Introducéo, Material e Métodos, Resultados, Discusséo e Conclus&o. Nao devera exceder
as 4000 palavras, 6 Tabelas ou Figuras e 60 referéncias;

Pratica Clinica: O texto dos artigos de Pratica Clinica deve ser apresentado com uma
Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo e Conclusédo. Nao devera exceder
as 4000 palavras, 6 Tabelas ou Figuras e 60 referéncias;

Casos Clinicos: O texto dos Casos Clinicos devera ser apresentado com uma Introducéo,
Caso Clinico e Discussao. Os Casos Clinicos deverao ser acompanhados de figuras
ilustrativas/tabelas (maximo de 6), ndo deverdo exceder as 2000 palavras e 25 referéncias;
Imagens em Reumatologia: Imagens representando manifestacdes clinicas raras ou de
particular interesse podem ser submetidas (no maximo 4). O texto acompanhante nao
devera exceder as 500 palavras e 5 referéncias

Cartas ao Editor: As Cartas ao Editor deverdo constituir um comentario critico a um artigo
da Revista ou uma pequena nota sobre um tema ou caso clinico. O texto ndo devera
exceder as 600 palavras, uma Figura/Tabela e um maximo de 10 referéncias.

Tabelas: As Tabelas a inserir devem ser assinaladas no texto em numeracao romana.
Cada Tabela devera possuir um titulo e ndo devera apresentar linhas verticais. As linhas
horizontais s6 deverao ser usadas como separadores de titulo e subtitulos. Todas as
abreviaturas usadas devem ser explicadas na parte inferior da Tabela.



Figuras: As Figuras a inserir devem ser assinaladas no texto em numeracao arabe e
apresentar legendas. Cada Figura deve ser importada individualmente em format JPEG ou
TIFF de alta qualidade. O Editor reserva o direito de agrupar Figuras ou alterar o seu
tamanho de modo a rentabilizar o uso da paginas.

Referéncias: As Referéncias bibliograficas devem ser classificadas e numeradas por
ordem de entrada no texto e em superscript. As abreviaturas usadas na nomeacao das
revistas devem ser as utilizadas pelo Index Medicus. Nas Referéncias com 6 ou menos
autores, todos devem ser nomeados. Nas Referéncias com 7 ou mais autores, devem ser
nomeados os 3 primeiros seguidos de et al. Os numeros de pagina inicial e final devem ser
totalmente apresentados (ex. 565-569 e ndo 565-9). Nao indicar o nUmero da Revista nem
0 més da publicacdo. As Referéncias correspondentes a trabalhos nédo publicados,
apresentacdes ou observacdes pessoais, devem ser inseridas no proprio texto (em
parenthesis) e ndo como Referéncias convencionais. Os autores s&o responsaveis pela
exactidao das Referéncias apresentadas. Seguem-se alguns exemplos de como devem
constar os varios tipos de Referéncias:

Revista

Nome(s) e iniciais do(s) autor(es). Titulo do artigo. Nome da Revista Ano; Volume: Pagina

(s)-

Ex: Hill J, Bird HA, Hopkins R, Lawton C, Wright C. Survey of satisfaction with care in a
rheumatology outpatient clinic. Ann Rheum Dis 1992; 51: 195-197.

Artigo publicado online (inserir DOI)

Nome(s) e iniciais do(s) autor(es). Titulo do artigo. Nome da Revista Published Online
First: data. doi.

Ex: Merkel PA, Curthbertson D, Hellmich B et al. Comparison of disease activity measures

for ANCA-associated vasculitis. Ann Rheum Dis Published Online First: 29 July 2008.
doi:10.1136/ard.2008.097758.

Capitulo de livro

Nome(s) e iniciais do(s) autor(es) do capitulo. Titulo do capitulo. In: Nome(s) € iniciais
do(s) editor(es) medico(s). Titulo do livro. Cidade: Nome da casa editorial, ano de
publicacéo: primeira a Ultima pégina do capitulo.

Ex: Stewart AF. Hypercalcemia resulting from medications. In: Favus MD, ed Primer on the
Metabolic Bone Diseases and Disorders of Mineral Metabolism. New York: Raven Press,
1991: 177-178.

Livro

Nome(s) e iniciais do(s) autor(es). Titulo do livro. Cidade: Nome da casa editorial, ano de
publicacéo: pagina(s).

Ex: Lorig K. Patient Education. A practical approach. St Louis: Mosby-Year Book, 1992: 51.

Documento electrénico



Titulo do documento. http://address. Data de acesso.

Ex: Programa Nacional de Luta Contra a Tuberculose. Sistema de Vigilancia (SVIG-TB).
Direccédo-Geral da Saude — Divisdo de Doencas Transmissiveis, Mar¢o de 2005.
http://www.dgsaude.pt/upload/membro.id/ficheiros/i006875.pdf. Accessed in January 25th
2008.

Agradecimentos

Incluir nesta sec¢éo agradecimentos a pessoas que tenham contribuido para o trabalho

mas sem autoria. Instituicdes ou fontes de apoio financeiro também poderdo aqui ser
indicadas.

Critérios de Revisao

Os artigos submetidos seréo enviados a Revisores especializados no tema do artigo. Os
critérios de aceitacdo de um artigo para publicacao tém em consideracéo a qualidade e
originalidade do artigo apresentado, a exceléncia na redaccao e organizacdo do mesmo e
0 potencial impacto na literatura médica

Todos os artigos aceites para publicagdo serdo mantidos e apresentados como "onlinefirst"
até que os Editores os seleccionem para integrar um numero especifico da Revista.

Revisédo de provas

Os autores dos artigos aceites para publicacdo receberdo uma verséo digital da prova do
artigo para valiacdo. Assim, as provas devem ser revistas durante as 72h que sucedem a
sua recepc¢ao. Os autores devem verificar o texto, Figuras, Tabelas, Legendas e
Referéncias, e contactar os Editores no caso em que sejam necessarias alteracoes.
Apenas pequenas alteracbes e correcgdes tipogréficas sdo permitidas nesta fase.

Direitos de autor

Apés aceitacdo para publicacéo, os autores transferem para a ARP os direitos de autor do
manuscrito.



