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Nota Final v

Instrucgao de importacao de arquivo

Nosso estudo comparou os efeitos da terapia por ondas de choque extracorpérea (ESWT) no osso subcondral e na cartilagem articular no tratamento da
osteoartrite (OA) precoce do joelho de ratos. Os ratos foram divididos em 5 grupos que incluiram grupo Sham, grupo Menisco (ESWT aplicado no menisco
medial), grupo OA (artrotomia e menisectomia medial (MMx) e transeccdo do ligamento cruzado anterior (TLCA), grupo T(M) (artrotomia e MMx e ACLT
seguido de ESWT no osso subcondral tibial medial) e grupo Cartilagem articular (artrotomia e MMx e ACLT seguido de ESWT na cartilagem articular medial).

As avaliacOes incluiram as alteracdes patoldgicas da sindvia, cartilagem articular e osso subcondral e comparadas com ESWT em o menisco, 0sso subcondral
m2

tibial medial e cartilagem articular. O ESWT (0,25 mJ/ e 800 impulsos) ndo causou danos na cartilagem do menisco e no tecido da articulagcdo quando
comparado ao grupo Sham. Entre o tratamento dos grupos osteoartriticos (grupos OA, T(M) e cartilagem articular), o grupo T(M) apresentou significancia
no exame anatomopatologico, analise micro-CT, pontuacédo de classificacdo da cartilagem e classificagdo das alteragdes da sindvia em comparagcdao com OA e
cartilagem articular grupos ( P < 0,05) no tratamento da OA precoce do joelho. Na analise imuno-histoquimica, o grupo T(M) aumentou significativamente a
expressdo de TGF-B1, mas reduziu DMP-1, MMP-13 e ADAMTS-5 na cartilagem em comparagao com o grupo OA e o grupo cartilagem articular ( P<

0,05). Nossos resultados mostraram que o osso subcondral foi um alvo excelente do que a cartilagem articular para ESWT na osteoartrite precoce do joelho.
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A osteoartrite (OA) do joelho é causada por danos na cartilagem e no osso subjacente. OA de joelho é a causa mais comum de lesGes condrais apds os
guarenta anos. As lesGes degenerativas sao de diferentes profundidades e formas. Esse dano pode se acumular ao longo do tempo e causar dor e rigidez
nas articulagdes. O enrijecimento do osso subcondral resulta em menor absorcdo de choque e quebra da matriz da cartilagem [ 1 ]. A caracteristica
patoldgica da OA de joelho tem sido considerada como causa de uma inflamagdo significativa das estruturas articulares e periarticulares e destruigdo na
organizagao da cartilagem [ 2 - 5 ]. A sustentagdo de peso também aumenta a lesdo e desgasta o 0sso subcondral ao longo do tempo .]. A perda da funcédo
biomecanica devido as rupturas do menisco e a perda da estabilidade do joelho devido ao dano ligamentar (particularmente o ligamento cruzado anterior)
resultam em aumento da lesdo da cartilagem [ 6 ]. Portanto, acredita-se que a progressao da OA de joelho envolve muitos fatores, incluindo destruicao da
cartilagem articular, fracdo e esclerose no osso subcondral, cisto ésseo e formacdo de ostedfitos, deterioracdo da funcdo muscular e inflamacao na sindvia e
tenddo do joelho. [ 7,8 ] . _ O tratamento da OA de joelho depende de varios fatores especificos, pelos critérios de selecdo dos pacientes, vida didria com
atividades, idade dos pacientes, causa da doenca e graduacgdo das lesdes [ 9 , 10]. Embora a substituicdo total do joelho apresente indices satisfatdrios de
81 a 90,3%, tanto o tratamento nao cirdrgico quanto o procedimento de preservagao articular ainda sao favorecidos antes da artroplastia [ 11 - 13 ]. Para a
OA precoce, um tratamento ndo cirdrgico inclui reducdo de peso, fortalecimento, exercicios aerébicos de baixo impacto, educacao neuromuscular e
medicamentos anti-inflamatérios, injecdo de plasma rico em plaquetas (PRP) [ 9]. Os procedimentos de preservacao articular sdo geralmente preservados
guando nao respondem ao tratamento ndo cirurgico, e incluem lavagem e desbridamento artroscopicos, artroplastia por abrasdo, perfuracao subcondral,
microfratura, autoenxerto osteocondral, aloenxerto osteocondral, implante autdlogo de condrécitos (ACI), ACI induzido por matriz ( MACI), condroplastia
artificial e bioscaffolds, terapia génica [ 14 - 16 ]. Devido a natureza ndo invasiva, a aplicacdo emergente da terapia por ondas de choque extracorporea
(ESWT) no joelho com OA esta sendo gradualmente notada [ 17 ].

ESWT tem demonstrado sucesso no tratamento de muitos distarbios musculoesqueléticos, incluindo fascite plantar do calcanhar, tendinite calcificada do
ombro, epicondilite lateral do cotovelo e ndao unido de fratura de ossos longos [ 17 - 19 ]. Foi demonstrado que a ESWT induz respostas bioldgicas
estimulando o crescimento interno da neovascularizacdo associada a up-regulations de fatores de crescimento de angiogénese e osteogénese que levam a
regeneracdo e reparo tecidual na jungdo tenddo-osso de Aquiles em experimentos com animais [ 19 .]. Relatos anteriores também mostraram que a
mecanotransducdo é a principal via pela ESWT para induzir as respostas biolégicas do mecanismo angiogenético e de regeneracao tecidual em nivel celular
e molecular que produz efeitos terapéuticos na aplicacdo clinica [ 20 , 21 ]. Para o tratamento da OA de joelho, documentos indicam que o osso subcondral
da tibia medial é o alvo principal para ESWT e tem bom efeito em comparacdo com as diferentes localizagbes do joelho [ 22 , 23]. No entanto, a maioria dos
tratamentos de regeneracao no joelho OA visa a cartilagem articular. No entanto, a eficacia exata da ESWT na cartilagem articular do joelho OA néo é

clara. Portanto, realizamos um estudo comparativo em animais para esclarecer a eficacia e seguranca da ESWT na cartilagem articular do compartimento
medial e osso subcondral da tibial medial dos joelhos OA.

O desenho experimental

Cinquenta ratas Sprague-Dawley (SD) fémeas de 8 semanas de idade foram adquiridas da BioLASCO (Taipei, Taiwan) e mantidas adequadamente para o
experimento. O protocolo IACUC do estudo animal foi aprovado pelo Comité de Cuidados Animais do Kaohsiung Chang Gung Memorial Hospital. Todos os
ratos foram mantidos no Laboratory Animal Center (Kaohsiung Chang Gung Memorial Hospital, Kaohsiung, Taiwan) por 1 semana antes dos
experimentos. Eles foram alojados a 23 + 1 °C com um ciclo claro e escuro de 12 horas, bem como comida e agua. Os ratos SD foram divididos
aleatoriamente em cinco grupos, que eram compostos por 10 ratos em cada grupo (Fig. 1lUMA). O grupo I foi designado como Sham. Eles receberam
artrotomia simulada do joelho esquerdo sem transacionamento do ligamento cruzado anterior (TLCA) e meniscectomia medial (MMx). O Grupo II foi
designado como Menisco. Eles receberam artrotomia sham do joelho esquerdo sem ACLT e MMx do joelho esquerdo e, em seguida, a onda de choque
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aplicada na borda medial do menisco. O grupo III foi designado como OA. Os animais receberam ACLT e MMx de joelho esquerdo. O grupo IV foi designado
como T(M). Os ratos receberam ACLT e MMx do joelho esquerdo e a onda de choque aplicada nos platés mediais proximais da tibia. O grupo V foi designado
como cartilagem articular. Os animais receberam ACLT e MMx do joelho esquerdo e a onda de choque aplicada na superficie da cartilagem articular dos
platés proximais mediais da tibia. Com 12 semanas de pds-operatorio,

Procedimento cirargico

O joelho esquerdo foi preparado cirurgicamente estéril. Através de mini-artrotomia, o LCA foi seccionado com bisturi e a MM foi realizada excisando todo o
menisco medial. A articulacdo do joelho foi irrigada e a incisdo foi fechada. Antibidticos profilaticos com ampicilina, 50 mg/kg de peso corporal foram
administrados por 5 dias apds a cirurgia. No pds-operatério, os animais foram atendidos por um veterinario e os sitios cirurgicos e as atividades dos animais
foram observados diariamente.

Aplicacdo de ondas de choque

Nos grupos ESWT, ESWT foi realizado na primeira semana apds a cirurgia, quando as feridas da operagao do joelho cicatrizaram [ 24 ]. Os animais foram
sedados com mistura de volume 1:1 de Rompun (5 mg/kg) + Zoletil (20 mg/kg) enquanto recebiam ESWT. A orientagdo por ultrassom (Toshiba Medical
Systems Corporation, Téquio, Japao) foi realizada antes do ESWT e permitiu o rastreamento preciso dos locais anatomicos da aplicacdo do ESWT. A fonte de
onda de choque foi do DUOLITH® SD1 »ultra« (Storz Medical, Suica ) e os focos de aplicagao da onda de choque foram escolhidos na regido alvo usando a
magquina de ultrassom (Figura 1 complementar). Para o grupo Menisco, cada animal recebeu ESWT aplicado na articulagcdo medial do joelho esquerdo onde
a borda medial do menisco. Para o grupo T(M), cada animal recebeu ESWT aplicado no local exato a 0,5 cm das linhas articulares e na tibia a 0,5 cm da
pele medial lateral horizontalmente [ 25 ]. Para o grupo cartilagem articular, cada animal foi colocado em decubito dorsal com o joelho esquerdo fletido em

angulo maximo para expor a superficie cartilaginosa do plat6é da tibia. A aplicacdo de 800 impulsos de onda de choque com densidade de fluxo de energia
mm2 foi realizada no condilo femoral medial. ,
de 0,25 mJ/ A dosagem foi modificada com base em nossos estudos anteriores [ 22 , 23 ]. Apos ESWT, os animais

foram atendidos pelo veterinario até a escarificacdo.

Analise da densidade mineral 6ssea

Os valores de densidade mineral dssea dentro da regido de interesse (ROI) na tibia proximal medial e cdndilos do fémur distal das amostras articulares

pixel
foram medidos usando absorciometria de raios X de dupla energia (DEXA) (Hologic QDR 4500 W, Hologic, EUA) em uma resolucdo de area de em
640um?2 .

As medidas do escore de lesao OA e area de lesao da tibia

Todas as articulagdes do joelho foram separadas nas porcdes do fémur e da tibia e examinadas sob uma luneta de ampliacdo (Carl Zeiss, Alemanha). As
lesdes patoldgicas macroscdpicas com alteragdes artriticas no condilo femoral e no plato tibial foram identificadas e quantificadas separadamente pela escala
semiquantitativa [ 26]. A gravidade do dano da superficie articular foi categorizada e pontuada da seguinte forma: (a) superficie intacta ou aparéncia
normal = 0 ponto, (b) superficie aspera com fibrilagdo minima ou uma leve descoloracdo amarelada = 1 ponto, (c) erosdo da cartilagem estendendo-se nas
camadas superficial ou média = 2 pontos, (d) erosdo da cartilagem estendendo-se para as camadas profundas = 3 pontos, (e) erosdao completa da
cartilagem com osso subcondral exposto = 4 pontos. A pontuacdao média da lesdo da OA foi obtida somando-se as pontuagdes médias do fémur e da tibia de
cada animal e dividida pelo nimero de animais por grupo.

Para as medicOes de porcentagem da area da lesdo, as superficies totais de osteofise e lesdo nos platés mediais da tibia foram tracadas manualmente
usando o programa de software Imagel (NIH, EUA) e as areas foram determinadas usando o programa de analise ImagePro Plus (Media Cybernetics Inc.
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EUA) [ 27 ]. As porcentagens de areas de ostedfitos e lesdes foram calculadas como areas de ostedfitos e lesGes divididas pelas areas do platd medial da
tibia x 100%.

Analise de micro-CT

A parte proximal da tibia e a parte distal do fémur foram escaneadas por micro-CT scanner (Skyscan 1076; Skyscan, Luxemburgo, Bélgica) com tamanho
m3
de voxel isotropico de 36 x 36 x 36 , conforme descrito anteriormente [ 28]. A voltagem dos raios X foi fixada em 100 kV, e a corrente, em 100 pPA. As
projecdes de raios-X foram obtidas em passo angular de 0,75 graus com uma faixa angular de varredura de 180 graus. As reconstrugdes das fatias de
imagem foram realizadas com o software NRecon (Skyscan), e o processo gerou uma série de imagens planares de valores de cinza transversais. Os
volumes de interesse (VOI) de graficos dsseos foram reconstruidos com um método de contorno semiautomatico pelo software Skyscan CT-Analyser
(Skyscan) e parametros de volume désseo (%), porosidade (%), espessura trabecular (um) e o traco nimero por mm foram calculos dos fémures e tibias. As
espessuras das placas subcondrais do fémur e da tibia foram medidas pelo software DataViewer (Skyscan). A espessura da placa subcondral de cada corte
foi definida como o valor médio de trés medidas manuais de espessura nas areas lateral, medial e periférica. Quatro imagens digitais dos cortes do plano
sagital médio do fémur e da tibia foram usadas para analise de histomorfometria de espessura.

Pontuacao de Mankin modificada e medicdes de espessura da cartilagem

As alteracGes degenerativas da cartilagem foram graduadas histologicamente usando o Mankin Score modificado para avaliar a gravidade da OA através da
coloracdo com Safranina O. O sistema de pontuacdo incluiu o dano da superficie da cartilagem, perda de celulite, perda de coloragdo da matriz, perda de
integridade da marca de maré e proporgées do local da lesdo. Os escores de Mankin modificados foram obtidos em uma escala de 0 a 33, além dos fatores
analiticos [ 29]. As espessuras da cartilagem foram medidas por oito cortes ndo consecutivos, que obtidos em intervalos de 100 ym foram medidos por
articulagao do joelho. Coloragao com Safranina-O que forneceu a discriminagcao de camada entre cartilagem nao calcificada (UCC) e cartilagens calcificadas
(CC). As areas de cartilagem foram calculadas automaticamente pelo software Imagel e as espessuras médias foram entdo determinadas como areas
divididas por comprimentos. As espessuras de UCC e CC foram reconfirmadas medindo a distancia ponto a ponto da cartilagem individual, calculando a
média de pelo menos seis medicdes por amostra.

Pontuacao de sinovite e pontuacao da camada de IL-18

Coloragdes de hematoxilina e eosina foram realizadas na avaliagdo da sinovite, marcando o espessamento do revestimento sinovial, hiperplasia celular e
infiltracdo na cavidade articular e na sindévia. Um esquema para a avaliacdo histopatoldgica das trés caracteristicas da sinovite crénica foi descrito em
detalhes e as classificagbes de pontuagdo foram definidas como: 0-1 = sem sinovite; 2-4 = sinovite de baixo grau; 5-9 = sinovite de alto grau [ 30 ]. Para
pontuacao da camada de IL-1B, a escala semiquantitativa da expressao de IL-1B por IHC em camadas de células sinoviais foi indicada como: 0 = sem
coloracao; 1 = 1-10% de células com coloragdo positiva; 2 = 11-25% de células com coloragao positiva; 3 = 26-50% de células com coloracdo positiva; 4 =
51-75% de células com coloragdo positiva; 5 = 76-100% [ 31 ].

Analise imunohistoquimica

Os espécimes de joelho colhidos foram fixados em solugdo de formaldeido a 4% em PBS por 48 horas e descalcificados com EDTA a 10% em PBS 0,1M. Os
tecidos descalcificados foram incluidos em parafina. Os espécimes foram cortados longitudinalmente em secdes de 5 um de espessura e transferidos para
laminas revestidas com polilisina (Thermo Fisher Scientific, EUA). As coloragdes imuno-histoquimicas foram realizadas seguindo o protocolo da ilustracdo de
operacgdo do kit de imunocoloragdo (Abcam, EUA). Os cortes de tecido foram desparafinizados com xileno, hidratados com solugao de etanol graduada e
tratados com bloco de perdxido e reagentes bloqueadores de proteinas. Secgées das amostras foram coradas com um anticorpo especifico para IL-1B a
1:100 (Santa Cruz Biotechnology, EUA), DMP-1 (LifeSpan BioSciences Inc., EUA) a 1:200 de diluicdo, TGF-B1 a 1:200 (SpringBio, EUA), MMP-13 a 1:200
(EnoGene, USA) e ADAMTS-5 a 1:100 (Abcam) durante a noite para identificar os biomarcadores de condrogénese e condrodegradacao. A

https://www.medsci.org/v16p0156.htm 4/15


https://www.medsci.org/v16p0156.htm#B27
https://www.medsci.org/v16p0156.htm#B28
https://www.medsci.org/v16p0156.htm#B29
https://www.medsci.org/v16p0156.htm#B30
https://www.medsci.org/v16p0156.htm#B31

27/01/2022 13:59 O direcionamento de ondas de choque no osso subcondral € mais adequado do que a cartilagem articular para osteoartrite do joelho

imunorreatividade nos espécimes foi demonstrada usando um conjugado de cabra anti-coelho peroxidase de rabano (HRP) e 3',3'-diaminobenzendina
(DAB), que foram fornecidos no kit. As imunoatividades foram quantificadas a partir de cinco areas aleatérias em trés cortes do mesmo espécime usando
um microscopio Zeiss Axioskop 2 plus (Carl Zeiss, Alemanha). Todas as imagens de cada espécime foram capturadas usando uma camera CCD fria (Media
Cybernetics, EUA). As imagens foram analisadas usando o software de analise Image] (NIH, EUA) para obter a porcentagem de células com coloragdo
positiva. A imunorreatividade nos espécimes foi demonstrada usando um conjugado de cabra anti-coelho peroxidase de rabano (HRP) e 3',3'-
diaminobenzendina (DAB), que foram fornecidos no kit. As imunoatividades foram quantificadas a partir de cinco areas aleatorias em trés cortes do mesmo
espécime usando um microscépio Zeiss Axioskop 2 plus (Carl Zeiss, Alemanha). Todas as imagens de cada espécime foram capturadas usando uma camera
CCD fria (Media Cybernetics, EUA). As imagens foram analisadas usando o software de analise Image] (NIH, EUA) para obter a porcentagem de células com
coloracdo positiva. A imunorreatividade nos espécimes foi demonstrada usando um conjugado de cabra anti-coelho peroxidase de rabano (HRP) e 3',3'-
diaminobenzendina (DAB), que foram fornecidos no kit. As imunoatividades foram quantificadas a partir de cinco areas aleatoérias em trés cortes do mesmo
espécime usando um microscépio Zeiss Axioskop 2 plus (Carl Zeiss, Alemanha). Todas as imagens de cada espécime foram capturadas usando uma camera
CCD fria (Media Cybernetics, EUA). As imagens foram analisadas usando o software de analise Imagel] (NIH, EUA) para obter a porcentagem de células com
coloracdo positiva. Todas as imagens de cada espécime foram capturadas usando uma camera CCD fria (Media Cybernetics, EUA). As imagens foram
analisadas usando o software de analise Image] (NIH, EUA) para obter a porcentagem de células com coloragdo positiva. Todas as imagens de cada
espécime foram capturadas usando uma camera CCD fria (Media Cybernetics, EUA). As imagens foram analisadas usando o software de analise ImageJ
(NIH, EUA) para obter a porcentagem de células com coloragdo positiva.

Analise estatistica

SPSS ver. 17.0 (SPSS Inc., EUA) foi usado na andlise estatistica. Os dados calculados foram expressos como média =+ DP e ANOVA de uma via com testes de
Tukey para post hoc (distribuicdo normal) foram usados para comparagdes de grupos. Os dados de classificagdao (distribuicao nao normal) foram utilizados o
teste de Kruskal-Wallis para comparacdes de multiplos grupos.

ESWT aplicado na superficie da cartilagem articular do joelho OA

Existem muitos estudos que avaliaram os efeitos da ESWT em diferentes localizagdes do joelho com OA [ 22, 23 ]. No entanto, o efeito comparativo da
ESWT no osso subcondral e na superficie da cartilagem articular do joelho OA ainda ndo esta claro. Neste estudo, o ESWT foi aplicado na superficie da
cartilagem articular da tibia medial (grupo cartilagem articular) para tratamento do joelho de rato OA comparando com os grupos Sham, Menisco, OA e T(M)
(osso subcondral) (Figura 1 A e Fig. 1 suplementar). Os dados patolégicos mostraram que T(M) foram alteragdes significativas do que o grupo Cartilagem
articular no escore de lesdo OA (1,60+0,21 vs. 3,00 + 0,23; P < 0,05), angulo de extensao maximo (26,22 + 4,00 vs. 57,36 + 8,67; P < 0,05). 0,05),
densidade da medula 6ssea (0,34 + 0,03 vs. 0,29 + 0,02; P < 0,05) e lesdo da tibia medial (55,43 + 8,32 vs. 87,04 + 6,82; P < 0,05) em comparagao com
o grupo OA (3,40 + 0,20, 59,36) + 9,04, 0,27 +£ 0,01 e 80,93 + 10,46) (Figura 1 e Tabela 1 ). Em contraste com a superficie da cartilagem articular, a
ESWT no osso subcondral melhorou a regeneragao do tecido na progressdo das alteragdes da OA.

mm?2
A fim de revelar a seguranca da dosagem de ESWT aplicada no osso subcondral e no tecido cartilaginoso do joelho OA. ESWT (0,25 mJ/ ; 800
impulsos) foi aplicado no menisco medial do joelho do rato (Figura 1 A). Descobrimos que ndo houve diferencas significativas entre os grupos Sham e
Menisco no escore de lesdo de OA (0,00 + 0,00 versus 0,05 + 0,05), angulo de extensdao maxima (19,12 + 1,65 versus 19,91 + 1,87), densidade da
medula éssea (0,35 = 0,02 versus 0,34 + 0,04) e lesdo da tibia medial (0,00 £+ 0,00 versus 0,00 £+ 0,00), respectivamente (Tabela 1 ). Esses dados
mostraram que a dosagem de ESWT que usamos ndo causou danos a cartilagem e ao osso subcondral (Figura 1 B e Figura 2 ).

Densidade mineral 6ssea e analise micro-CT
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Os valores de densidade mineral 6ssea (DMO) dentro da regido de interesse (ROI) na tibia proximal medial e condilos do fémur distal da articulagdo foram
apresentados na Figura 2 e na Tabela 1 . Esses resultados demonstraram que a DMO do grupo T(M) aumentou significativamente (0,34 + 0,03) e a lesdo
medial da tibia diminuiu (55,43 + 8,32) na tibia em comparacdo com OA (0,27 + 0,01 e 80,93 + 10,46) e cartilagem articular (0,29). +£ 0,02 e 87,04 +
6,82) grupos (ambos P < 0,05).

figura 1

O desenho experimental e as comparagdes da aparéncia macroscépica dos condilos femorais e platos tibiais. (A) Esbogos do joelho esquerdo mostraram os locais especificos de
aplicagdo do ESWT (pontos verdes) em uma visdo anteroposterior. (B) Observacdo grosseira da gravidade da osteoartrite em vistas transversais do fémur (painel superior) e
tibia (painel inferior) apds 12 semanas pos-tratamento. Os desgastes osteoartriticos nos compartimentos mediais do joelho tornaram-se cada vez mais graves nos grupos OA e
cartilagem articular do que no grupo T(M). Os desgastes osteoartriticos ndo foram observados nos grupos Sham e Meniscus. A ampliacdo da imagem foi de 2x. Todos os ratos

TN

Sham Meniseus oA (M) Articular Cartilage

Femur

Tibia

Sham Meniscus

oA T(M) Articular Cartilage:

Femur

Tibia

(] Area of OAinspection

(Ver em nova janela)

tabela 1

Analise patoldgica e micro-CT.

Analise patoldgica

~ aC aC ac ab ac
Escore de lesdo de OA 0,00£0,00 0,05+0,05 3,40+0,20 1,60+0,21 3,00+0,23
A lod t ~ .. 1,65b 1,87b ac 4,00b ac
NGUio de extensao maximo g 154 19,91+ 59,36+9,04 26,22+ 57,36+8,67
cm?2 0,02b 0,04b ac 0,03b ac
DMO (g/ ) 0,35+ 0,34+ 0,27+0,01 0,34+ 0,29+0,02
~ . - o aC aC ac ab ac
Lesdo medial da tibia (%) | ( 590,00 0,00£0,00 80,93£10,46 | 55,43+8,32 87,04+6,82
Analise de micro-CT
Sb.Th (um) Fémur | 296,15+16,16 | 294,43+8,50 | 311,32458,88 | 284,51£20,93 | 304,19+41,63
11,05b ac 20,55b

Tibia 330,98+18,60 301,66+50,00

327,51+ 260,71+46,30 332,41+
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~ 2,31b 58 52 ac 4,63b ac
0, ’
BV/TV % Femur ' 5g 66+ +1,42b | 48,79+5,30 59,29+ 50,27+4,24
Tibia 2,21b 58,88 ac 2,44b ac
58,85+ +2,01b 44,19+4,14 62,59+ 45,65+3,66
N 4,74c 5,64c a
Tb.Th (um) Femur 40 25 143,82+ 157,48421,20 | jc4coys 5o | 162,54%20,57
Tibia aC aC a a a
146,07+8,50 | 150,85+7,81  193,65+17,06 | 187,85+13,35 | 200,87+19,27
n aC aC a a ac
Tb.N (1/mm) Femur 4 030,22 4,02+0,29 2,9740,53 3,35+0,26 2,60+0,41
Tibi aC aC ac ab ac
Bla 1 39410,31 4,04%0,40 2,07+0,21 2,89+0,38 2,07+0,28
~ 2,07b 1,27b ac 4,14b ac
i 0,
Porosidade (%) | Femur | 4, 54, 41,48+ 51,21+4,74 40,71+ 49,73+3,79
Tibia 2,21b 2,01b ac 2,44b ac
41,15+ 41,12+ 55,81+4,14 37,41+ 54,35+3,66

Média+DP obtidos para todos os grupos experimentais com resultados estatisticos por ANOVA de uma via, exceto os escores de lesdo de OA foram expressos como média = SEM com resultados estatisticos pelo
teste de Kruskal-Wallis. Significancia estatistica p < 0,05: a =Sham vs. outros grupos; b =0A vs. outros grupos; ¢ = T(M) vs. outros grupos. Sb.Th = Espessura da placa subcondral, BV = Volume dsseo, TV =
Volume do tecido, Tb.Th = Espessura do osso trabecular, Tb.N = Ndmero do osso trabecular.

De acordo com a analise de micro-CT, as imagens de corte sagital e transverso do fémur e da tibia nos joelhos mostraram diferengas na microarquitetura
trabecular entre os varios grupos de tratamento, conforme representado na Figura 2 . Os cistos dsseos subcondrais foram claramente observados no fémur
e tibia de OA (8 cistos foram observados em 10 joelhos) e grupos de cartilagem articular (7 cistos foram observados em 10 joelhos) (Figura 2 A e 2B: setas
vermelhas) exceto grupo T(M). A analise das amostras representativas indicou que os grupos OA e cartilagem articular resultaram na deterioracdo da
microarquitetura do osso trabecular, conforme demonstrado pela reducdo de Sb.Th, BV/TV, Tb.Th e Tb.N, em comparacdo com o Sham grupo no 0sso
subcondral do fémur e da tibia (obviamente na tibia, P < 0,05) (Tabela 1 ). Em contraste, a porosidade aumentou significativamente em resposta aos
grupos OA e cartilagem articular em comparagdo com o grupo Sham ( P < 0,05). Obviamente, o grupo ESWT em T(M) melhorou significativamente toda a
microarquitetura do que os grupos OA e cartilagem articular ( P < 0,05) (Tabela 1 ).

Figura 2

A analise micro-CT do fémur distal e tibia proximal em diferentes grupos. As imagens sagital (A) e transversal (B) das imagens de micro-TC mostraram as alteracées das
diferencas osteoartriticas nas estruturas 6sseas subcondrais dos compartimentos medial do fémur e tibial. As imagens com erosdo dssea severa, cisto e esclerose dssea foram
observadas nos grupos OA e cartilagem articular, enquanto o grupo T(M) mostrou formagdo éssea esclerdtica leve a moderada devido a remodelagdo e regeneragdo éssea. A
regido de interesse (ROI) foi indicada em retangulo vermelho. A seta vermelha indicava cisto ésseo. Todos os ratos foram n=10.
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Analise da integridade da cartilagem articular

As fungdes normais da cartilagem articular dependem da integridade da composicao molecular na matriz extracelular da cartilagem. No entanto, a OA causa
a perda da integridade da cartilagem articular do dano e degradacdo da matriz extracelular da cartilagem. Como relatos anteriores, ESWT em T(M) é
relatado para ter o efeito condroprotetor na cartilagem articular [ 22 , 32]. Aqui, aplicamos ESWT em T(M) e comparamos com a superficie da cartilagem
articular para elucidar os efeitos de ambos os tratamentos no joelho OA. As alteragdes das composicdes da cartilagem foram medidas por coloracao
Safarine-0. Os dados mostraram que os grupos Sham, Menisco e T(M) tém a diferenca estatisticamente significativa no dano da cartilagem, perda de
celularidade, perda de coloracdo da matriz, perda da integridade da marca de maré e escore de Mankin modificado em comparacdo com os grupos OA e
cartilagem articular ( P < 0,05) (Figura 3 e Tabela 2 ).

As alteracdes na espessura da cartilagem ndo calcificada e calcificada foram medidas e observadas nos grupos Sham, Menisco, OA, T(M) e cartilagem
articular. Os grupos Sham, Menisco e T(M) de cortes sagitais da cartilagem articular mostraram as zonas superficial, média e profunda intactas (Figura 3 :
Integridade da cartilagem). As espessuras nao calcificadas e calcificadas eram 6bvias para definir nestes grupos (Tabela 2 ). Em contraste, os grupos OA e
cartilagem articular mostraram o desenvolvimento de fissuras verticais, perda de glicosaminoglicanos, formacdo de aglomerados de condrdcitos e erosao da
matriz (Figura 3 : Integridade da cartilagem e Tabela 2). Os componentes estruturais da cartilagem dos grupos OA e cartilagem articular foram obviamente
indicativos de processos anormais de reparo. Além disso, o calculo das espessuras ndo calcificadas e calcificadas ficou sem sentido. Os resultados
demonstraram que ESWT no osso subcondral foi melhor do que a superficie da cartilagem articular para melhorar a regeneracao da cartilagem e da matriz
extracelular no joelho OA.

Figura 3

A analise da cartilagem e membrana sinovial. Para a integridade da cartilagem, os grupos OA e cartilagem articular apresentaram danos mais graves da cartilagem em
comparagdo com outros grupos pela coloragdao com Safranina-O. A ampliagdo da imagem foi de 200x. Nas medidas das espessuras do UCC e CC, os grupos OA e cartilagem
articular apresentaram pequenas camadas de espessura CC devido as severas erosdes nas regides da cartilagem. A ampliacdo da imagem foi de 400x. Para avaliar o grau de
sinovite pela coloragdo HE, os grupos OA e Cartilagem articular apresentaram os maiores niveis de camada celular, hiperplasia e infiltragdo celular nas membranas sinoviais
quando comparados aos demais grupos. A ampliacdo da imagem foi de 200x. Na membrana sinovial da coloracdo IHC foi medido o nivel de expresséo de IL-1B. O alto nivel de

acumulo de camadas celulares e expressdo de IL-1B foram observados nos grupos OA e cartilagem articular do que nos outros grupos. A ampliacdo da imagem foi de
200x. Todos os ratos foram n=10.
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mesa 2

O direcionamento de ondas de choque no osso subcondral € mais adequado do que a cartilagem articular para osteoartrite do joelho

Analise patoldgica da cartilagem articular e da sindvia.

Integridade da Cartilagem

Danos na cartilagem 0,24b 0.000 ac 0,370 ac
0,40+ 0,20+ 5,40+0,40 0,80+ 5,20+0,20
Perda de celularidade 0,20%0,20 " 0,40%0,25 * 3,80%0,20 - 1,40+0,24 * 4,00%0,00 -
Perda de coloragdo da matriz 0,00+0,00 " 0,00£0,00 " 3,80£0,20 | 2,00£0,45 * 3,2040,20
Perda de integridade da marca de maré 0,00 0,000 0,00+ 0.000 3,00+0,00 * 0,40+ o2 2,60+0,24 "
Pontuacdo de Mankin Modificada 0,60+0,25 " 0,40+0,25 " 28,00+1,05 - 11,00+1,84 * 27,00%0,55 -
Espessura do UCC (um) Fémur | 23975 +10,79¢ 232,89+ 9,66¢ sem significado 130,39+39,03 @ sem significado
Tibia 297,18+ 23/14¢/ 293,90 +24,06¢ Sem significado 135,06+24,44 ? sem significado
Espessura CC (um) Fémur | 4914 +9,99c | 4568+ 1232¢ | sem significado 163,83+37,88 ? sem significado
Tibia 94,40+ 22,44¢ 101,06+ 15.96¢ sem significado 165,96+40,20 ? sem significado
Classificagdo da sindvia
Revestimento da pontuaggo da célula | g 46,0 55 " 0,40+0,25 " 2,60£0,25 | 1,80£0,20 * 2,8040,20
Presenca de hiperplasia 0,00%0,00 " 0,00%0,00 " 2,80£0,20 - 1,60+0,25 * 2,60%0,25 -
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~ L ~ aC aC ac ab ac
Pontuacdo de infiltragdo celular 0,00+0,00 0,00+0,00 2,80+0,20 1,60+0,25 2,60+0,25

~ . . aC aC ac ab ac
Pontuagao de sinovite 0,40%0,22 0,40%0,22 8,20+0,34 5,00+0,40 8,00+0,40

o~ aC aC ac ab ac
Pontuagdo da camada beta de IL-1 0,33+0,17 | 0,330,17 2,22+0,22 1,56+0,24 2,33+0,20

Para integridade da cartilagem, a média £ SEM obtidos para todos os grupos experimentais com resultados estatisticos pelo teste de Kruskal-Wallis, exceto as espessuras de UCC e CC foram expressas como
média £ SD com resultados estatisticos por ANOVA de uma via. Para classificacdo da sindvia, média + SEM obtidos para todos os grupos experimentais com resultados estatisticos pelo teste de Kruskal-Wallis,
significancia estatistica p < 0,05; a = Sham vs. outros grupos; b = OA vs. outros grupos; ¢ = T(M) vs. outros grupos.

Analise da membrana sinovial na articulacdo apés ESWT

As alteracdes histoldgicas da sindvia na articulagdo OA sdo caracterizadas por células de revestimento, aumento da infiltracdo de células mononucleares e
proliferacdo de vasos sanguineos. No grupo T(M), as evidéncias histolégicas mostraram que a sinovite inflamatoéria melhorou no joelho em relagao aos
grupos OA e cartilagem articular. Houve diferencas significativas no revestimento das pontuacdes de células, hiperplasia sinovial, pontuacées de infiltracdo
celular e pontuagdes de sinovite dos grupos Sham, Menisco e T(M) em comparagao com os grupos OA e cartilagem articular ( P <0,05) (Figura 3 : Sinovite
e Tabela 2: Graduacdo da sindvia). A coloracdo da membrana sinovial de IHC para IL-1B mostrou hiperplasia das camadas celulares e alto nivel de
expressao de IL-1B nos grupos OA e cartilagem articular, mas todos foram reduzidos no grupo T(M). Além disso, a pontuacdo da camada de IL-1 foi
significativamente reduzida no grupo T(M) em comparagao com os grupos OA e cartilagem articular ( P <0,05) (Tabela 2 ).

Figura 4
Os efeitos terapéuticos da ESWT nas proteinas de condrogénese (TGF-B1 e DMP-1) e enzimas de degradacdo da cartilagem (MMP-13 e ADAMTS-5) nas regides da cartilagem das

articulagdes do joelho. A coloragao IHC mostrou as expressdes de TGF-B1, DMP-1, MMP-13 e ADAMTS-5 em cada grupo. A ampliagcdo da imagem foi de 400x. Todos os ratos
foram n=10.

Sham Meniscus OA T(M) Articular cartilage

TGF-p1

DMP-1

MMP-13

ity

ADAMTS-5

(Ver em nova janela)

Medicao da condrogénese e fatores de degradacédo da cartilagem
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O TGF-B1 e DMP-1 estdo diretamente relacionados ao crescimento da cartilagem articular durante o desenvolvimento e proliferagdo celular. O nivel de
expressao de TGF-B1 e DMP-1 foi medido por coloracdo imuno-histoquimica. Ambos os fatores foram significativamente aumentados no grupo T(M) (70 +
9,9 % e 9 % 3,9 %) em comparagao com os grupos OA (46 £ 9,4 % e 4 + 1,9 %) e Cartilagem articular (52 £ 7,2 % e 2 £ 2,5 %) (P <0,05) (Figura 4,
bem como Figura 5 A e 5 B).

As metaloproteinases de matriz (MMPs) e agrecanases (ADAMTS) sao as enzimas que degradam componentes da matriz extracelular da cartilagem na OA
de joelho. Apéds o tratamento ESWT, MMP-13 e ADAMTS-5 foram medidos e encontrados diminuigdo significativa no grupo T(M) (7 + 3,2% e 10 %

4,1%, P <0,05), mas nao significativa no grupo cartilagem articular (14 £ 2,4% e 21 + 5,2 %) em comparacao com o grupo OA (12 £ 2,8 % e 24 + 7,9 %)
(Figura 4 bem como Figura 5 Ce 5 D).

Ao contrario do alvo comum de tratamento da osteoartrite precoce do joelho, os objetivos da cartilagem articular, os principais achados do presente estudo
mostraram que a cartilagem articular do joelho com OA inicial ndo respondeu a TOCE. O grupo cartilagem articular ndo apresentou diferenga significativa na
analise patolodgica, analise micro-CT, pontuacdo de classificacdo da cartilagem e classificagdo da sindvia pela comparacdo com o grupo OA, exceto para o
grupo T(M) (osso subcondral) no tratamento da OA inicial do joelho (Tabela 1 e 2). Na analise imuno-histoquimica, o grupo T(M) aumentou
significativamente a expressdo de TGF-B1 e DMP-1, bem como reduziu MMP-13 e ADAMTS-5 na cartilagem da tibia em comparagdo com o grupo OA e o
grupo Cartilagem articular (P <0,05). Além disso, na comparacdo entre o grupo Sham e o grupo Menisco, descobrimos que ndo houve diferencas
significativas no escore de lesdo OA, dngulo de extensdo maxima, densidade da medula 6ssea e lesdo da tibia medial (Tabela 1 ) que indicaram que a
dosagem de TOC que usamos nao nao causar danos na cartilagem e no osso subcondral. Os resultados indicaram que a dosagem de ESWT que usamos foi
segura para os tratamentos. Pela integragdo com estudo anterior [ 29], presumimos que a area alvo ideal para ESWT ndo é a cartilagem articular atenuada,
mas o 0sso subcondral da tibia medial na osteoartrite precoce do joelho. Com o efeito da protecdo subcondral pela ESWT, a progressdo da OA do joelho foi
retardada.

Figura 5

O nivel de expressdo de TGF-B1, DMP-1, MMP-13 e ADAMTS-5 foi avaliado na porcentagem de células positivas. Apresentaram os resultados média + desvio padrdao (DP) de 10
ratos em cada grupo. Os grupos comparados com Sham que foi indicado como significativo * (P<0,05) e comparados com OA para indicar como # (p<0,05) e comparados com
T(M) para indicar como % (p<0,05).

(Ver em nova janela)

As modalidades atuais para pacientes com osteoartrite sintomatica precoce do joelho incluem participacdo em programas de autogestdo [ 33, 34 ],
fortalecimento [ 35, 36 ], exercicios aerdbicos de baixo impacto [ 37 ], educacao neuromuscular [ 38 ] e atividade fisica sob supervisao do fisioterapeuta. A
injecdo de cortisona é comprovada para a reducao da dor através do forte efeito anti-inflamatério, mas a injecdo repetida enfraquece os ligamentos e
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tendGes ao longo do tempo e pode ser prejudicada para a cartilagem saudavel .]. Os anti-inflamatérios ndo esteroides (AINEs) podem reduzir a dor, mas o
uso prolongado pode agravar a irritacdo gastrointestinal, a pressao arterial e o risco de eventos cardiovasculares [ 9 ]. O desbridamento artroscopico, que é
um procedimento mais invasivo, apresentou um resultado misto e pode ndo ser melhor que o placebo [ 40 ]. A reducdo de peso e a fisioterapia também
foram relatadas como benéficas. No entanto, nenhum deles visava a regeneracdo, exceto popularmente a injecdo de plasma rico em plaquetas (PRP). De
acordo com uma revisdo sistematica de estudos e experimentos pré-clinicos, propde-se que a aplicacdo do PRP seja preferivel ao tratamento do joelho

[ 41 ]. Os pesquisadores relatam que o tratamento com PRP pode causar parte das alteragbes no ambiente articular e conduzir melhorias clinicas de curto
prazo.42 - 44 1. No entanto, ainda existem muitos fatores bioldgicos que devem ser motivo de preocupagdo com o desfecho clinico e a otimizagdo da
dosagem da injecao de PRP para o tratamento da OA de joelho. Comparado com o PRP, o ESWT apresenta a natureza nao invasiva e o potencial de
regeneracdo tecidual com menos varidveis operacionais.

Com a aplicagdo emergente de ESWT, foi proposto ser benéfico para a osteoartrite precoce do joelho. A regressdo da osteoartrite do joelho de ratos foi
notada apos a aplicagdo de ESWT na tibia medial [ 25 ]. Entdo, o osso subcondral da tibia medial é identificado como o principal alvo para ESWT na OA
inicial do joelho [ 22 ]. No presente estudo, esclarece-se que a cartilagem articular ndo é um alvo ideal para TOCE, ao contrario de outros tratamentos que
se concentram na regeneracgao cartilaginosa. A cartilagem degenerativa ndo apresentou diferenca significativa na comparagao entre o grupo OA e o grupo
cartilagem articular, mas o grupo T(M) apresentou regressao significativa (Figura 2). A partir da analise de micro-CT, a protecdo subcondral e a regressao
sao notadas significativamente no grupo T(M). Dr. Radin e seus colegas sugerem o papel funcional do osso subcondral envolvendo a progressdo da fase
inicial e tardia da OA de joelho [ 45 ]. Portanto, postulamos que o ESWT induziu protecdo 6ssea subcondral que leva a protegdo cartilaginosa articular
subsequente em vez de regeneragao cartilaginosa. Embora o mecanismo exato da ESWT permaneca controverso, acredita-se que a aplicacdo da ESWT
induziu neovascularizacdo e promova fatores de crescimento de angiogénese e osteogénese (eNOS, VEGF, PCNA e BMP-2) que podem levar a remodelagdo
0ssea subcondral em termos de osso protegdo [ 20 , 46]. Para a aplicagdo clinica, ESWT no osso subcondral do joelho em vez da cartilagem articular oferece
a protecao ou o retardamento da progressao da OA do joelho.

Existem limitagGes do estudo. Primeiro, o resultado é baseado nos resultados de pequenos animais. A fisiologia e anatomia do joelho em ratos podem nao
se assemelhar necessariamente a do sujeito humano. Em segundo lugar, a dosagem de ESWT permaneceu incerta enquanto aplicada no sujeito humano. O
presente estudo mostrou que ndo ha dano cartilaginoso induzido por ESWT neste modelo animal, mas a dosagem segura e eficaz para o humano
permaneceu incerta. Terceiro, o momento da intervencdo do tratamento ainda precisava ser definido. A partir da prevencao da alteracao da OA do joelho, a
idade exata de intervencgdo ou as condigcdes do joelho ndo sdo claras porque muitos fatores, como atividade fisica diaria, peso corporal, forca muscular, leséo
ligamentar, fraturas etc., estdo afetando o desenvolvimento ou a progressdo da OA de joelho. Portanto, com o presente estudo e relatdrios anteriores,

Este estudo animal mostrou que a cartilagem articular ndo é um bom alvo para ESWT na osteoartrite precoce do joelho. Presumimos que a area alvo ideal
para ESWT ¢é o osso subcondral tibial medial, mas ndo a cartilagem articular atenuada na osteoartrite precoce do joelho. Com o efeito da protecdo
subcondral pela ESWT, a progressao da OA do joelho foi retardada.

Figura suplementar.
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