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RESUMO

A reconstituicdo da cartilagem articular danificada por doencas de desenvolvimento, trauma e
osteoartrite tem sido um grande desafio tanto na Medicina quanto na Veterinaria. O objetivo
deste estudo foi avaliar o potencial terapéutico da cartogenina associada a técnica de
microfratura na reparagéo de defeitos condrais induzidos. Foram utilizados seis equinos pesando
em média (xDP) 342+1,58 kg, com a idade aproximada de 7,2+1,30 anos e escore corporal de
7,1%0,75, que foram submetidos a videoartroscopia para indugdo da lesdo condral de 1 cm? na
troclea lateral do fémur e realizacdo da técnica de microperfuracéo do o0sso subcondral de ambos
os joelhos. Foram realizadas quatro aplicacfes semanais com 20 UM de cartogenina intra-
articulares em um dos joelhos (grupo tratado) e solugdo de ringer com lactato na articulacéo
contralateral (grupo controle). Os animais foram submetidos a andlises fisica, do liquido
sinovial, radiogréfica e ultrassonografica por um periodo de 60 dias, sendo, ao final, submetidos
novamente a videoartroscopia para avaliacdo do processo de reparacao e realizacdo da bidpsia.
As andlises histoldgicas revelaram tecido de reparacdo com predominio de fibrocartilagem, mas
contendo, em média, 17% de cartilagem hialina. Entretanto, ndo houve qualquer diferenca
clinica ou histologica entre as articulacdes tratadas e controles. A terapia com cartogenina,
segundo protocolo utilizado, ndo produziu melhora clinica ou foi eficaz em melhorar a
qualidade ou a quantidade de tecido de reparacdo em lesdes osteocondrais induzidas e tratadas
com microperfuracdes na troclea lateral do fémur em equinos.

Palavras-chave: Cartialgem hialina, osteoartrite, videoartroscopia, cavalo.
ABSTRACT

The reconstruction of the articular cartilage damaged by development diseases, trauma and
osteoarthritis has been a great challenge both in Medicine and in Veterinary. The objective of
this study was to evaluate the therapeutic potential of kartogenin associated with subchondral
micro-perforations in the repair of induced chondral defects. Six horses with a mean (+ SD)
weight of 342 + 1.58, aging 7.2 + 1.30 years and with a mean 7.1 = 0.75 body score condition
were used. By arthroscopy, a one cm?-chondral defect was induced in the lateral femoral
trochlea followed by treatment with subchondral micro-perforation in both stifles. Four intra-
articular weekly injections with kartogenin (20 mM) were performed in one knee (treated
group), and the same procedure with Ringer lactate solution was performed in the contralateral
joint (control group). Clinical, synovial fluid, ultrasonography and radiographic exams were
performed for a period of 60 days and, at the end, a new arthroscopy was done to evaluate the
repair process and to collect biopsy samples. Histological analysis showed a repair tissue
mostly formed by fibrocartilage but with a mean percentage of 17.5% of hyaline cartilage.
However, no statistical difference where detected among treated and control groups. The
kartogenin therapy, according to the used protocol, did not promote any clinical benefit and
was not effective in improving the quality or quantity of repair tissue in a model of equine
femoral trochlea chondral defect treated with osteochondral micro-perforations.

Keywords: Hyaline cartilage, osteoarthritis, videoarthroscopy, horse.
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1. INTRODUCAO

A reconstituicdo da cartilagem articular danificada por doengas de desenvolvimento, trauma e
osteoartrite tem sido um grande desafio tanto na Medicina quanto na Veterinaria. Dentre as
enfermidades articulares dos equinos, a osteoartrite (OA) é a mais frequente, correspondendo a
60 % das causas (Mcllwraith, 1996; Sandoval, 2007). Sendo primeiramente relatada em 1938
como doenca articular degenerativa (Kelser e Callender, 1938). A OA é definida como um
processo crdnico caracterizado por progressiva deterioracdo da cartilagem articular
acompanhado por alteraces na capsula articular, osso subcondral e demais tecidos articulares
(Palmer e Bertone, 1994; Mcllwraith,1996; Brandt et al., 2009). A principal consequéncia da
OA ¢ a degradacdo da cartilagem articular e essa apresenta limitagdes quanto a seu potencial de
regeneracdo. Isso ocorre devido a particularidades em seu metabolismo, dentre eles o baixo
potencial mitético dos condrécitos o qual é responsavel pela producdo da matriz extracelular
(colageno tipo 1) e proteoglicanos (Hurtig et al.,1988).

Diversos tratamentos sdo propostos para terapia da OA, dentre eles 0s mais comuns sao o0 uso de
anti-inflamatério nao esteroides (AINEs), acido hialurénico, glicosaminoglicana polissulfatada e
anti-inflamatérios esteroides administrados intra-articular (Mcllwraith, 2005; Getgood et al.,
2009). No entanto, o tratamento da OA é sintomatico, atuando principalmente na diminuigdo da
dor e inflamacdo, impedindo a progressdo da doenga, mas estes medicamentos podem levar a
efeitos adversos, dentre eles, transtornos gastrointestinas, dano renal e imunossupresséo (Clegg
e Booth, 2000; Sandoval et al., 2013).

Uma vez degradada a cartilagem articular, esta ndo possui a capacidade de autorregeneracéo, e
nos casos onde houve perda de cartilagem com exposi¢do osso subcondral, ocorrera a formacao
de um tecido cicatricial fibroso, podendo ou ndo sofrer metaplasia para fibrocartilagem (Hurtig
et al., 1988). Para contornar o potencial limitado de regeneracdo houve estimulo a pesquisas
utilizando a medicina regenerativa, como o plasma rico em plaquetas e células tronco
mesenquimais e mesmo com estes avangos o resultado alcangado é a fibrocartilagem e néo
cartilagem hialina (Milano et al., 2010 ; Mcllwraith et al., 2011; Yamada, et al., 2011; Milano et
al., 2012).

No entanto uma molécula denominada cartogenina vem sendo estuda, a qual tem a capacidade
de diferenciar células tronco mesenquimais em condrocitos (Johnson et al., 2012), e tem
apresentado resultados promissores em animais de laboratorio (Johnson et al., 2012; X.Xu et al.,
2014).

Devido ao potencial desta molécula e ainda ndo existirem pesquisas utilizando equinos como
animais de experimentagdo, foi associada a técnica de microperfuragdo do osso subcondral a
infusdo de cartogenina intra-articular, em defeitos condrais induzidos na troclea lateral do
fémur, para posterior avaliacdo do processo de reparagao.

2. OBJETIVOS
Assim sendo, o presente estudo teve por objetivo avaliar a reparacdo da cartilagem hialina
equina, por meio de videoartroscopia e histologia, em defeitos condrais induzidos e tratados

pela técnica de microperfuragdo subcondral associada ou ndo com administragdo intra-articular
de cartogenina.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1. ANATOMIA E FISIOLOGIA DA CARTILAGEM ARTICULAR

Uma a articulacdo sinovial ou diartrodial consiste em epifises 6sseas cobertas por cartilagem do
tipo hialina, unidas por ligamentos e cépsula articular formando uma cavidade, onde est é
preenchida por liquido sinovial (Mcllwraith, 2006).

Dentre suas funges, a cartilagem articular tem um papel importante na absorcdo e transferéncia
de cargas, devido sua composicdo predominantemente por coldgeno e proteoglicanos, que
formam uma matriz de superficie lisa resistente a compressdo. Esta superficie é banhada pelo
liquido sinovial que dentre seus componentes, o acido hialuronico fornece a viscosidade o que
reduz o atrito entre as superficies articulares (Caron, 2010).

A cartilagem articular € do tipo hialina, composta basicamente por dgua (75%), colageno tipo Il
(15%), proteoglicanos (10%) e uma pequena parcela de condrécitos (2%) (Poole, 2001; Caron,
2010). E desprovida tanto de nervos quanto de vasos sanguineos e linfaticos, recebendo nutrigio
por meio do fluido sinovial (Getgood et al., 2009; Caron, 2010). E um tecido que n&o possui
células imunoldgicas, mas, como defesa, 0s condrécitos secretam lisozima para neutralizar
microrganismos (Getgood et al., 2009).

A cartilagem articular é dividida em quatro camadas, sendo que em cada uma os condrocitos
possuem aspectos morfoldgicos diferentes. Na camada superficial ou tangencial os condrdcitos
possuem formato ovoide e fibras colagenas orientadas tangencialmente, ja na camada de
transicdo ou intermediaria estas células podem estar pareadas ou sozinhas e a fibras colagenas
possuem uma orientacdo aleatoria, a camada profunda ou radiada possui condrdcitos arranjados
em colunas verticais onde sdo separados por fibras colagenas em um arranjo radial, por Gltimo a
camada calcificada é composta por cartilagem mineralizada e condrécitos em estagios diferentes
de degeneracdo (Mcllwraith, 2006; Caron, 2010).

Os condrdcitos sdo células de forma esférica, rodeados por lacunas, responsaveis pela producéao
da matriz extracelular, que é composta predominantemente por fibras de colageno do tipo I,
mas também é constituida por colagenos dos tipos VI, 1X, e XI com pelo tipo X no plano
calcificado (Getgood et al., 2009; Mcllwraith, 2006; Nixon, 1991). Os condrdcitos secretam
lubricina, também conhecida como proteina da zona superficial, uma molécula responsavel para
reducdo do coeficiente de fricgdo (Getgood et al., 2009).

Entre os espagos formados através das ligacGes das fibras de colageno existem moléculas
hidrofilicas de proteoglicanos, principalmente agrecan e &cido hialurénico (Mcllwraith, 2006).
Estas moléculas sdo carregadas negativamente e tém como funcdo atrair agua para o tecido
fornecendo, dessa forma, rigidez a compressao (Mcllwraith, 2006; Getgood et al., 2009). A
cartilagem articular possui também glicoproteinas como a fibronectina e a proteina oligomérica
da cartilagem que tém um papel de adesdo. Além disso, existem fatores de crescimento
presentes, tais como a proteina 6ssea morfogenética, a qual esta sob intensa investigacdo, mas
permanece pouco compreendida (Getgood et al., 2009).

O tecido cartilaginoso normal se encontra constantemente em renovacdo, em uma atividade
regulada por um equilibrio entre vérias enzimas como as metaloproteinases de matriz (MMP) do
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tipo 3, 8, 9 e 3, agrecanases 4 e 5 predominantes e de enzimas inibidoras teciduais de
metaloproteinases (TIMPs) (Murphy, 2005).

Dentre as particularidades da cartilagem articular, uma delas é o potencial limitado de
regeneracao e cicatrizacdo. Isto ocorre devido ao potencial mitético limitado dos condrdcitos e
producdo ineficaz de coléageno e proteoglicanos (reparo intrinseco). O mecanismo de reparacao
extrinseco € através de células mesenquimais oriundas do osso subcondral que participam na
formacdo de um novo tecido conjuntivo que pode vir sofrer metaplasia e diferenciar em
componentes da cartilagem hialina. Por ultimo um terceiro fendmeno, conhecido como “fluxo
de matriz”, neste caso pode ocorrer a formacao de cartilagem hialina nas bordas do tecido de
reparacdo e migracao para o centro da lesdo (Hurtig, 1988).

3.2. OSTEOARTRITE

A osteoartrite (OA) é o tipo mais comum de artrite em seres humanos e animais, sendo a mais
frequente em cdes e equinos. Na espécie equina, esta diretamente associada a perda de
desempenho atlético e a aposentadoria precoce de atletas (Sutton et al., 2009). A OA pode ser
caracterizada por deterioracdo progressiva da cartilagem articular, acompanhada por alterac6es
no o0sso subcondral, ligamentos, céapsula, membrana sinovial, e mdsculos periarticulares
(Mcllwraith, 2005; Brandt et al., 2009).

Sua origem € multifatorial, podendo ser desencadeada através do trauma sobre a cartilagem, a
capsula articular e 0 0sso subcondral (Mcllwraith, 2005), além disso possui carater genético, de
desenvolvimento e metabdlico (Brandt et al., 2009). Em situagdes em que forgas biomecénicas
ciclicas agem de forma desequilibrada sobre a cartilagem articular, pode haver fratura da
mesma, induzindo uma resposta inflamatéria e consequente liberacdo de citocinas. Além do
trauma, processos inflamatorios envolvendo a cépsula articular e a membrana sinovial
desencadeiam a liberagdo de mediadores inflamatorios que vao atuar diretamente sobre a
cartilagem. Este processo inflamatdrio induz aumento da permeabilidade capilar, promovendo o
surgimento de efusdo do liquido sinovial, induzindo dor articular e perda de mobilidade
(Mcllwraith, 2005). Outra estrutura de grande importancia na AO é o 0sso subcondral que,
quando lesionado por processos traumaticos ou inflamatdrios, acarreta em lesdo secundaria da
cartilagem devido a falta de suporte 6sseo com liberacdo de citocinas inflamatérias (Lajeunesse
& Reboul, 2000; Mcllwraith, 2005).

Os mediadores inflamatorios envolvidos no processo incluem a interleucina 1 (IL1), o fator de
necrose tumoral alfa (TNFa) e 6xido nitrico (Blanco et al., 1998; Kim et al., 2003). AIL1 e 0
TNFa modulam a sintese das metaloproteinases pelos condrécitos e sinovidcitos (Mcllwraith?,
2005). Dentre as metaloproteinases envolvidas na patogénese da OA, incluem as colagenases, as
gelatinases, a estromelisina e as desintegrinas e metaloproteinases (ADAMs) (Goldring, 2000).
Dentre as colagenases, a MMP1, a MMP8 e a MMP13 estdo envolvidas no processo de
degradacdo do colageno tipo Il da cartilagem articular. J& a estromelisina, também conhecida
como agrecanase ou MMP3, causa degeneracdo dos proteoglicanos (Mcllwraith, 2005).

Tanto a IL1 e quanto o TNFa, além de modularem a sintese das MMPs, induzem a produgéo de
prostaglandina E2 (PGE,) por meio dos condrdcitos, promovendo decréscimo de proteoglicanos
na matriz extracelular. Ja o oxido nitrico e o0 anion superdxido, que sdo liberados devido ao dano
nos tecidos articulares, causam degradacdo de cadeias de coldgeno e proteoglicanos
(Mcllwraith, 2005).
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Desencadeado todo o processo inflamatério, ocorrerd a degradacdo da matriz extracelular, onde
nos estagios iniciais da doenca, ocorrerd o amolecimento da cartilagem articular, levando ao
surgimento de fibrilacGes. Com a progressdao do processo inflamatorio as lesdes iniciais
evoluirdo para a formacdo de Ulceras e consequente perda da cartilagem, expondo 0 0SS0
subcondral, causando esclerose, eburnacdo e formacdo de osteodfitos e cistos subcondrais
(Brandt et al., 2009).

3.3. TERAPEUTICA DESTINADA AO ESTIMULO DA REPARACAO ENDOGENA

Diversos medicamentos sdo indicados para terapia da osteoartrite, dentre eles 0 mais comum é
uso anti-inflamatdrios ndo esteroides. Os farmacos desta classe tem como objetivo, reduzir os
efeitos inflamatorios, dor e diminuir a progressdo dos danos nos tecidos articulares (Clegg e
Booth, 2000). Outro medicamento amplamente utilizado é o &cido hialurdnico, sendo estd uma
glicosaminoglicana que é um dos componentes da cartilagem articular, liquido e membrana
sinovial. O emprego deste medicamento tem como fung&o inibir o efeito inflamatorio, reduzindo
a migracao de mediadores inflamatorios dentre eles as prostaglandinas (Howard e Mcllwraith,
1996; Clegg & Booth, 2000), mas também possui efeito protetor da matriz da cartilagem dos
efeitos inflamatérios e enzimas degradativas (Clegg e Booth, 2000). Outro medicamente
utilizado € a glicosaminoglicana polissulfatada. Seu mecanismo de a¢do ndo esta bem claro, mas
possui efeito anti-inflamatdrio e tem a capacidade de inibir enzimas proteoliticas responsaveis
pela degradacdo da matriz extracelular da cartilagem articular (Trotter, 1996; Clegg e Booth,
2000). Além disso, tem sido mostrado que estimula a sintese acido hialurénico e proteoglicanos
enddgeno (Clegg e Booth, 2000).

Quanto ao uso de anti-inflamatérios esteroides intra-articular, este é um tanto controverso,
devido estudos demonstrarem que altas doses produzem efeitos deletérios na cartilagem
articular, além disso, acelera o progresso na osteoartrite (Frisbie et al., 1997). Em doses
terapéuticas, apresenta potente efeito anti-inflamatério devido inibicdo da ciclo oxigenase e lipo
oxigenase, sendo indicado para uma Unica aplicacdo intra articular ou tratamento a curto prazo
devido a seus efeitos adversos (Clegg e Booth, 2000).

Em resumo, 0s medicamentos utilizados na terapia da osteoartrite tém como principal objetivo,
inibir a progressdo da doenca, reducdo da dor e melhora da funcéo articular, mas para o0s casos
onde houve a degradacdo da cartilagem articular ainda ndo existe um medicamento capaz de
induzir a reparacdo tecidual, contudo terapias visando a reparagdo articular foram
desenvolvidas.

A medicina regenerativa articular tem como principal objetivo restabelecer a estrutura e
fisiologia normal da superficie articular. Além disso, recompor todas as estruturas que compdem
a articulacdo, como 0 0sso subcondral, ligamentos, meniscos, membrana sinovial e outras
estruturas adjacentes (Fortier e Smith 2008; Mcllwraith, 2009).

Para isto, diversos métodos s&o utilizados na reparacdo da cartilagem articular. Dentre eles o
mais simples é o debridamento do defeito condral, que tem como objetivo a remogdo de flaps
instaveis de cartilagem ou fragmentos que em alguns casos encontram-se livres na articulacao
(Hubbard, 1996). Outro método é o transplante osteocondral aut6logo, onde é removido um
fragmento do joelho ipsilateral de locais onde ndo a sustentacdo de peso, como a trdclea lateral e
sulco intercondilar e estes sdo implantados em um furo cilindrico pré-preparado no local da
lesdo condral (Hangody et al., 1997; Simon et al., 2001). Outra técnica é o tranplante autélogo
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de condrocitos, onde é feito uma bidpsia da cartilagem no joelho ipsilateral atraves de
videoértroscopia, em seguida é realizada uma expansdo in vitro de condrocitos, e em um
segundo estagio a expansdo é aplicada sobre o defeito condral e recoberto com periséteo e
fixado através de sutura ou cola de fibrina (Brittberg et al., 1994; Mcllwraith, 2005). Em casos
de defeitos condrais pequenos, outro método, é plug osteocondral sintético, o qual tem como
funcéo preencher o defeito condral e serve como arcabouco (Getgood et al., 2009; Elguizaoui et
al., 2012).

Nos casos de grandes defeitos condrais, uma op¢do € o aloenxerto de cartilagem, em seres
humanos esta € indicada nos casos de pacientes jovens onde a extensa lesdo condral e a protese
ndo é uma opcao viavel (Emmerson et al., 2007).

Em relacdo aos resultados alcancados com estas terapias, o debridamento do defeito condral
apenas apresenta beneficios para alivio de sintomas mecéanicos, oriundos de fragmentos soltos
na articulacdo (Getgood et al., 2009). Ja o transplante osteocondral autdlogo apresenta bons
resultados. Contudo tem como particularidades a dificil execucdo da técnica e também pode
ocasionar alteragdes na congruéncia articular e por ultimo é criado um novo defeito condral na
area doadora (Hangody et al., 1997).

O transplante aut6logo de condrécitos apresenta bons resultados a curto prazo, sendo que o
tecido cicatricial ndo é cartilagem hialina além disso, para este procedimento sdo necessarios
dois tempos cirdrgicos e a cultura celular € onerosa (Getgood et al., 2009). O uso de plug
osteocondral a curto prazo demonstra bons resultados quando utilizado em lesBes pequenas,
produzindo alivio dos sintomas, mas quando utilizado em pacientes ativos e a longo prazo seus
resultados ainda apresenta limitacGes (Joshi et al., 2012). Por ultimo, o aloenxerto demonstra
resultados satisfatorios, mas exibe problemas como é descrito nos demais enxertos, como o
risco de rejeicdo, além disso, problemas com a incorporacdo do enxerto e a viabilidade dos
condrdcitos e risco de transmissdo de doencas (Bugbee e Convery, 1999).

Como foi descrito, nenhum dos tratamentos disponiveis até o momento induz a auto
regeneracdo da cartilagem hialina, por isto é muito discutido o uso da bioengenharia para
contornar o potencial limitado de reparagdo da cartilagem. Devido este fato, houve estimulo a
diversas pesquisas utilizando células tronco mesenquimais associadas ou ndo a plasma rico em
plaguetas, mesmo assim o resultado obtido é um tecido cicatricial de baixa qualidade composto
por fibrocartilagem (Milano et al., 2010; Mcllwraith et al., 2011; Yamada, et al., 2011; Milano
etal., 2012).

Uma estratégia menos invasiva e dispendiosa que tem sido amplamente utilizada para melhorar
o0 reparo da cartilagem articular é o recrutamento de células e fatores de crescimento existentes
abaixo da placa subcondral. Nesse sentido algumas técnicas cirdrgicas tém sido propostas. A
artroplastia de abrasdo e a espongializacdo envolvem a curetagem completa da lesdo até o 0sso
subcondral na primeira ou até 0 0sso esponjoso na segunda. Entretanto técnicas menos invasivas
tém sido mais usadas, por meio da realizacdo de vérias perfuragdes da placa subcondral ao
longo da éarea lesionada. Tais perfuragdes podem ser realizadas por meio de brocas ou
microfraturas (Frisbie, 2012).

A técnica mais utilizada tem sido a de microfratura, uma vez que a curetagem superficial é

ineficiente, a espongiliacdo pode desestabilizar o 0sso subcondral e as perfuracdes com broca
podem promover osteonecrose (Frisbie 2012) Estudos relatam o uso deste procedimento e
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demonstram a formagdo de um tecido de reparacdo composto de fibrocartilagem (Pridie, 1959;
Steadman, 2003; Getgood et al., 2009). E na sua maioria proporciona alivio dos sintomas por
até dois anos (Getgood et al., 2009).

3.4. TECNICA DE MICROFRATURA

O primeiro relato da utilizagdo desta técnica em equinos foi publicado por Frisbie et al. (1999)
apos o desenvolvimento da mesma por Steadman et al (1997). A técnica consiste na estimulacao
da medula Ossea através de perfuracBes realizadas no o0sso subcondral, visando o
extravasamento de sangue que preenche o defeito e rapidamente organiza em um coagulo.
Células sanguineas, elementos indiferenciados da medula 6ssea e plaquetas ficam retidos no
defeito articular (Mankin, 1974). Células indiferenciadas e sanguineas modulam-se em
fibroblastos, que produzem um tecido de granulacdo reparativo. Com progressiva fibrose, o
defeito forma um tecido cicatricial em 10 dias, que se torna menos vascular e mais esclerosado.
Este tecido sofre uma progressiva condrificagdo, que ao final produz um tecido
fibrocartilaginoso sobre o defeito. Para esta técnica, ndo existem contra indicagdes, contudo
acredita-se que ela seja eficaz para pequenas lesdes (inferior a 2 cm?) com o osso subcondral
intacto (Pridie, 1959; Steadman, 2003).

Antes de realizar as perfuracdes, a camada calcificada da cartilagem deve ser removida da
superficie do osso subcondral com um escarificador (shaver) ou cureta para melhorar a
cicatrizacdo do defeito (Frisbie et al., 2006). A microfratura pode ser feita a qualquer momento
durante a artroscopia, mas prefere-se realizada no fim do procedimento, para que os elementos
da medula 6ssea ndo se percam nos fluidos da lavagem articular. Além disso, uma vez que é
feita a microfratura, os orificios devem sangrar e goticulas de gordura podem ser liberadas da
medula, reduzindo com isso a visualizacdo artroscopica (Miller et al., 2004). As perfura¢Ges séo
realizadas perpendicularmente ao 0sso subcondral, com auxilio de um furador c6nico. O uso de
furadores em vez de brocas é aconselhado, devido a possivel necrose térmica. As perfuracGes se
iniciam da periferia da lesdo para o centro e a profundidade de penetracdo é de
aproximadamente 3 a 4 mm para dentro do osso subcondral, as perfuragdes sdo entdo
distribuidas de modo uniforme ao longo do defeito com 3 a 4 mm de distancia (Yi-Meng Yen e
Steadman, 2003).

Esta técnica, quando utilizada isoladamente, produz apenas um tecido de repara¢cdo composto de
colageno | e 111, de forma que as CTMs oriundas da estimulagdo da medula 6ssea ndo possuem a
capacidade de produzir um tecido de reparacdo de boa qualidade quando utilizadas de forma
Unica (Getgood et al., 2009).

3.5. CARTOGENINA COMO MODULADOR DE DIFERENCIACAO DE
CONDROCITOS

Vérias moléculas tém sido testadas na busca de substdncias que possam estimular a
diferenciagdo de células do tecido cicatricial da cartilagem articular em condrécitos (Johnson K
et al., 2012). Dentre elas, a cartogenina se mostrou capaz de promover a diferenciacdo de
células tronco mesenquimais (CTMs) em condrdcitos. Esse efeito foi comprovado em um
estudo in vitro, utilizando cartogenina e CTMs humanas, onde a molécula induziu a expressao
de um conjunto tipico de genes condrogénicos, originando nddulos com caracteristicas e fungédo
de condrdcitos. Estes nddulos continham marcadores que foram especificos para colageno tipo
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Il e agrecan, além disso, ndo continham marcadores para condrocitos hipertroficos e células
6sseas (Johnson et al., 2012).

Em outro ensaio utilizando cultura de explante de catilagem de bovinos, a adi¢do de cartogenina
reduziu significativamente a liberacdo de Oxido nitrico e também a liberacdo de
glicosaminoglicanos devido a destruicdo da cartilagem, demonstrando o potencial efeito
protetor da cartogenina sobre a cartilagem articular (Johnson et al., 2012). Também em modelo
de osteoartrite induzida em ratos o membro tratado com 1 uM de cartogenina, apresentou
melhor sustentacdo do peso quando comparado ac membro néo tratado (Johnson et al., 2012).

Estudos clinicos tém demonstrado que a cartogenina pode promover a regeneracdo de
cartilagem hialina em ratos (Johnson et al., 2012) e coelhos (Xu et al., 2014). Em coelhos, a
adicdo de cartogenina produziu significante melhora no aspecto macroscopico de defeitos
condrais tratados com microfratura (Xu et al., 2014).

Em relacdo a toxicidade da cartogenina, foi atestado que, ap6s sua administragéo intra-articular,
a concentragdo no soro foi estimada em 0,1% da dose administrada intra-articular, um nivel
insignificante para produzir efeitos toxicos (Johnson et al., 2012).

O mecanismo de como a molécula atua sobre as CTMs ¢ através da ligacdo no terminal
carboxilico da filamina A, deslocando o fator de transcrigdo beta (CBFp) do seu local de ligagdo
citoplasmaética, desta forma, o relocando para o nicleo da célula, onde se liga ao fator de
transcri¢do de ligacdo (RUNX1) ao DNA. A associagdo do complexo CBFp - RUNX1, ativa a
transcricdo de proteinas envolvidas na diferenciacdo da cartilagem, como o colageno tipo I,
inibidores de metaloproteinases e agrecan (Johnson et al., 2012).

4. MATERIAL E METODOS

O estudo experimental foi conduzido atendendo todos os requisitos do comité de ética em
experimentagdo animal (CEUA/UFMG) sob o protocolo de ndmero n° 36 / 2014. Foram
utilizadas cinco éguas e um cavalo, adultos sem raca definida pesando em média (xDP)
342+1,58 com a idade aproximada de 7,2+1,30 e escore corporal de 7,1+0,75 todos 0s animais
provenientes da fazenda experimental professor Hélio Barbosa da EV-UFMG, no municipio de
Pedro Leopoldo — MG. Os animais foram mantidos por um periodo de adaptacdo de 30 dias e
durante todo o tempo do experimento no hospital veterinario da Universidade Federal de Minas
Gerais - UFMG, no municipio de Belo Horizonte — MG, em baias individuais de alvenaria. Foi
fornecido &gua e feno ad libitum e racdo’ comercial duas vezes ao dia na quantidade de 1% do
peso vivo e sal mineral 100g por dia.

Os seis equinos foram considerados higidos apés exame fisico, laboratorial, além disso, foram
submetidos a exames radiograficos ultrassonograficos. Uma semana antes do experimento
ivermectina? 1% na dose 1 ml/50 kg intra muscular, ectoparasiticida fipronil* pour-on 1 ml/10
kg, além de soro antitetanico® 5,000 Ul aplicado intra muscular no dia anterior a cirurgia. A

! Essence (Presence nutricdo animal Ltda, Brasil)

? lvermectina 1% (Ouro fino satde animal Ltda, Brasil)

* Topline® (Merial satide animal Ltda, Brasil)

* Vencosat® (Vencofarma proteco a satde animal Ltda, Brasil)
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lesdo foi induzida em ambas as articulagbes femoropatelares de cada animal, sendo que uma
delas pertencia ao grupo controle e a outra ao grupo tratado. Para o grupo tratado foi utilizado
seis articulacOes, e através de um sorteio as articulacdes foram subdivididas em trés articulagGes
direitas e trés esquerdas, e as seis articulagbes contralaterais foram consideradas o grupo
controle.

O primeiro procedimento artroscopico para inducgdo da lesdo e realizacdo das microperfuragbes
foi considerado o tempo 0 (T-0). Para a intervencdo cirdrgica os animais foram submetidos a
jejum solido de 12 horas e jejum hidrico de 6 horas. O protocolo anestésico era composto de:
xilazina® (0,7mg/kg, IV), como medicacdo pré anestésica, midazolam® (0,1 mg/Kg, IV) e
cetamina’ (2mg/Kg, 1V) como agentes indutores e a manutencdo foi feita com isofluorano®
vaporizado a 100% de oxigénio. Os animais foram mantidos em decubito dorsal, a articulacdo
femurotibiopatelar foi submetida a tricotomia, antissepsia com digluconato de clorexidina 2% e
remocao com solucdo alcodlica a 70%. Apos disposicdo dos panos de campo, foi criado um
portal de um centimetro na pele e capsula articular, com auxilio de uma ldmina de bisturi
nimero 11, entre os ligamentos patelares medial e intermédio, distal a patela. Através deste
portal foi introduzida a camisa do artroscopio®, acoplada ao trocarte'®. Apos o conjunto adentrar
a articulago, o trocarte foi removido e a camera®" foi acoplada a camisa do artroscopio. Um
segundo portal de um centimetro foi criado entre os ligamentos patelares intermédio e lateral,
onde através da abertura, foi introduzida uma cureta nimero 1, para realizagdo da lesdo condral
na porgdo distal da troclea lateral de forma quadrada com 1 cm?, preservando a integridade do
0sso subcondral sob a tréclea lateral do fémur de ambas as articulagdes.

Apdbs completa exposigdo do osso subcondral, a mensuragdo dos lados da leséo foi realizada
utilizando-se a ponta de uma pinga Ferris Smith'?, que apresenta 1 cm apds sua total abertura
(Fig.1). Feito isso, 0 0sso subcondral foi perfurado com o auxilio de um pino de Steinman de 1,5
mm de didmetro, acoplado a uma microretifica'?. Foram feitas um total de cinco perfuracdes por
lesdo, uma no centro e quatro em nas extremidades. Os pinos eram aprofundados até que
houvesse o extravasamento de glébulos de gordura supostamente advindos da medula dssea. Tal
procedimento foi realizado em todas as articulagdes.

Nas articulagbes do grupo tratado, aplicacdes intra-articulares de cartogenina foram realizadas
ao final da primeira artroscopia e semanalmente por mais trés semanas. Para tanto, previamente
ao procedimento cirdrgico a solucdo mae foi preparada em uma capela de fluxo laminar,
adicionando 5mg de cartogenina®® em 70 ml de dimetil sulfoxido™. Apés a diluicdo, aliquotas

® Sedomin (Laboratério kénig Ltda, Argentina)

® Dormium (L&boratério Unido quimica Ltda, Brasil)
" Dopalen (Laboratério Ceva Ltda, Brasil)

8 Isoforine (Laboratério Cristalia Ltda, Brasil)

® Camisa artroscépica (Karl Storz)

19 Trocarte rombo (Karl Storz)

1 Camera (Karl Storz)

12 pinga Ferris Smith (Karl Storz)

13 Kartogenin (Sigma-Aldrich®,USA)

“DMSO p.a > 99,9% (Sigma-Aldrich®,USA)
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contendo 1 ml da solucdo foram separadas em tubos do tipo eppendorf, que foram
imediatamente congeladas a -20°C.

Figura 1. Imagem artroscépica da articulacdo femuropateral, onde se observa a padronizacdo do didmetro
da leséo condral na troclea lateral distal T-0, abertura da pinca de Ferris Smith sobre a leséo.

Ao final da artroscopia e nos dias de tratamento, o tratamento era preparado utilizando 1 ml da
solucdo mée de cartogenina adicionada a 19 ml de Ringer com lactato chegando a concentragdo
final de 20 uM. Um volume igual de solucdo Ringer lactato foi administrado como placebo nas
articulagbes do grupo controle. As solugdes foram sempre preparadas pela mesma pessoa e
entregues ao cirurgido em uma seringa de 20 ml acoplada a um filtro de seringa de 0,20 micras,
sem identificacdo e coberta por esparadrapo, de forma que o estudo fosse conduzido de maneira
cega durante todo o periodo experimental.

Os demais tratamentos foram divididos semanalmente totalizando 3 semanas, sendo este
realizado no dia da coleta do liquido sinovial, ap6s a artrocentese e coleta da amostra de sindvia,
um filtro de seringa de 0,20 micras era acoplado na seringa contendo os tratamentos e injetado
intra articular, este procedimento foi realizado de maneira cega, da mesma forma descrita
anteriormente mantendo a mesma dose utilizada no dia da cirurgia.

Apbs procedimento cirlrgico todos os animais receberam 20.000 Ul/kg de penicilina

intramuscular e gentamicina na dose de 6,6 mg/kg intravenoso (IV) uma vez ao dia, durante trés
dias, além disso, receberam 2,2 mg/kg de fenilbutazona 1V, uma vez ao dia, durante trés dias.
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Os animais foram acompanhados durante o periodo de 60 dias, quando foram submetidos a
exame fisico diario, sendo realizada ausculta cardiaca, respiratria e intestinal, afericdo da
temperatura corporal, avaliacdo das mucosas e semanalmente foi feita avaliacdo de claudicacdo,
segundo a graduacao estipulada pela AAEP (AAEP, 1996), conforme descrito na Tab. 1. Além
desta avaliacéo, foi criada uma segunda escala, visando altera¢des na fase cranial da passada dos
membros posteriores Tab. 2.

Tabela 1. Graduacdo de claudicacdo, segundo a Associacdo Americana de Veterinarios de Equinos.

Grau Descricdo
0 Claudicacdo ndo perceptivel em qualquer circunstancia.
1 A claudicacéo ¢é dificil de observar e ndo é consistentemente aparente, independentemente

das circunstancias (por exemplo, sob a sela, circulando, declives, superficies duras, etc).

2 A claudicagdo é dificil de observar em uma caminhada ou trote, quando em uma linha reta,
mas consistentemente aparente sob certas circunstancias (por exemplo, peso de transporte,
circulando, inclinacdes, superficie dura, etc.).

3 Claudicacdo é constantemente observavel em trote em todas as circunstancias.
4 A claudicacdo é 6bvia em uma caminhada.
5 A claudicagdo produz minima sustentacdo de peso em movimento e / ou em repouso ou uma

completa incapacidade de se mover.

Tabela 2. Graduagéo de claudicagdo, visando altera¢Ges na fase cranial da passada.

Grau Descricdo
0 Né&o claudica
1 Encurtamento da fase de avanco
2 Encurtamento da fase de avanco e de elevagéo, claudicacdo evidente
3 Dificuldade em caminhar e reluta em trotar
4 N&o apoia 0 membro no solo

A analise do liguido sinovial foi realizada no T-0, nas trés primeiras semanas de pds-operatorio
e no dia da biodpsia do tecido cicatricial (T-60). As amostras foram coletadas pela puncdo do
recesso lateral da articulacdo femoropatelar com agulha 40x1,2mm, apés sedacdo (xilazina
0,5mg/Kg, IV) e antissepsia de rotina. Um volume de 10 ml foi obtido, sendo distribuido em
dois tubos, com EDTA e sem anticoagulante para exame fisico, quimico e exame citol6gico. Ao
exame fisico foi avaliado a cor e aspecto do liquido sinovial no momento da coleta. A densidade
e a concentragdo proteica foram obtidas por refratometria. No exame quimico, a concentragdo
de fibrinogénio foi através do método de precipitacdo pelo calor (Schalm et al., 1975) e também
classificado em escores de 0 a 3, onde O representa auséncia de fibrinogénio; 1 representa
concentracdo de fibrinogénio menor que 100 mg/dl; 2 representa entre 100 e 200 mg/dl e 3
maior que 200 mg/dl. A qualidade de mucina foi analisada através do teste do coagulo em &cido
acético glacial 7N e agua destilada (Parry, 1997). Esse parametro foi classificado seguindo a
graduacdo estipulada por Coles (1984), descrito na Tab. 3.
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Tabela 3. Graduacdo de codgulo de mucina.

Grau Descricdo
1 Normal Coégulo aglutinado e pegajoso numa solugdo transparente
2 Regular Massa amolecida mergulhada em uma solucéo ligeiramente turva
3 Deficiente Pequena massa fridvel em uma solugdo turva
4 Muito deficiente Poucos flocos presentes numa solucéo turva

No exame citoldgico foi efetuada a contagem global e diferencial de células nucleadas e a
contagem do numero de hemécias, utilizando a Camara de Neubauer. As células nucleadas
foram quantificadas em porcentagem.

As avaliac@es radiogréficas da articulagdo foram realizadas antes e com 30 e 60 dias da inducéo
lesional. Utilizaram-se projecdes lateromedial obliqua e caudocranial com exposicdo a 90Kv e
3.5 Ma, seguindo o sistema de classificagdo radiografica estipulada por Crawford (1991),
descrita na Tab. 4.

Tabela 4. Escala radiogréfica de lesdo articular (Crawford 1991).

Grau Descricdo
0 Normal
1 Sem alteracdo Ossea ou cartilagem, leve distensdo da articulagdo e efusdo
2 Minimas alteracfes Osseas, ostedfitos <1 mm, sem evidéncia de perda de cartilagem
3 AlteracGes 6sseas moderadas, ostedfitos 1-2 mm, lise 6ssea ou perda de cartilagem
4 AlteracBes graves 0sso, ostedfitos > 2 mm, com / sem evidéncia de perda de cartilagem

e/ou lise 0ssea

As articulagcbes femoropatelares também foram avaliadas semanalmente por meio de
ultrassonografia, utilizando uma probe linear utilizando a frequéncia entre 7 e 10 Mhz montada
em aparelho de uso veterinario (M5, Mindray). Para avaliacdo da superficie articular e da
presenca de erosdes sobre o 0sso subcondral, utilizou-se o escore de graduacdo estipulado por
Larsen (1974), descrito na Tab. 5. Junto a essa avaliacdo, também foi mensurado a area dos
recessos lateral e femurotibial medial da articulagdo femuropatelar com intuido de avaliar
efusdo articular.

Tabela 5. Escala ultrassonogréfica de lesdo articular (Larsen 1974).

Grau Descrigdo

Contorno ésseo intacto e espaco articular normal

Erosdo inferior a 1 mm de didmetro ou espaco articular com estreitamento

Uma ou vérias pequenas erosdes, didmetro superior 1mm

Erosdo marcada

ErosBes graves, onde normalmente ndo ha espaco articular e 0s contornos 0sseos originais
sdo parcialmente preservados

5 AlteragBes graves, onde 0s contornos 6sseos originais foram destruidos

A~ wWwNEFE O

No T-60 os animais foram submetidos novamente & artroscopia para avaliagdo das
caracteristicas macroscépicas do tecido de reparacéo, seguida de artrotomia para realizacéo da
bidpsia. Os animais foram submetidos a protocolo anestésico e preparacdo conforme descrito na
primeira artroscopia. Apo6s a distensdo da capsula articular com 40 ml de ringer com lactato, um
portal de 1 cm foi feito entre o ligamento patelar lateral e o ligamento patelar intermédio, um
centimetro distal a patela, em seguida foi introduzida a camisa do artroscopio, acoplada ao
trocater, e apds o conjunto adentrar a articulacdo, o trocater foi removido e a cdmera acoplada a

23



camisa do artroscopio. Desta forma foi realizada a avaliacdo macroscopica do tecido de
reparacdo, observando porcentual de lesdo recoberta, preenchimento da lesdo, presenca de
irregularidades, fibrilacbes, erosbes, sinovite, proliferacbes, aderéncias as bordas e aderéncia ao
0ss0 subcondral Tab. 6.

Apos a avaliagcdo macroscdpica de ambas as articulagfes, 0 conjunto com a camisa e artroscopio
foi removido e apo6s isso foi realizada artrotomia, iniciando uma inciséo sobre a troclea lateral
do fémur de aproximadamente 7 cm, distal a patela entre os ligamentos patelares intermédio e
lateral. Apds incisdo da pele, tecido subcuténeo e fascias do joelho, houve exposi¢do do tecido
adiposo femoropatelar que foi amputado. A cépsula articular foi incidida com auxilio de uma
tesoura Metznbaum. Com a exposicao da tréclea lateral, realizou-se a bidpsia da transicao entre
tecido cicatricial e borda do defeito condral utilizando-se um lamelétomo de Falc&o-Faleiros.
Posteriormente, promoveu-se lavagem articular seguida da sutura de capsula articular, fascias e
pele e os animais foram recuperados da cirurgia.

Os fragmentos de bidpsia foram imediatamente fixados em formalina a 10% e posteriormente,
processados segundo técnicas de rotina, emblocados em parafina e obtidos cortes de 5
micrémetros. Os cortes histol6gicos foram submetidos a técnica de desparafinizagdo em xilol, e
a hidratacdo em uma sequéncia de etanol absoluto, etanol a 95%, etanol a 70% e agua destilada,
em seguida os cortes foram corados pelos métodos de hematoxifilina-eosina, pricosirius red,
azul de toluidina. Para avaliacdo do processo de reparacdo, foi quantificado o porcentual de
cartilagem hialina neoformada. Também foi avaliada a predominéncia de condrdcitos (ou perda
de celularidade), organizacgdo celular e tecidual da carilagem, qualidade da matriz extracelular,
presenca de fibras colagenas e fibrose conforme descrito anteriormente (Wilke et al., 2007).

Tabela 6. Graduagdo do preenchimento da lesdo, 60 dias apds inducdo da lesdo condral, adaptado de
Yamada et al., (2011).

Preenchimento da lesdo Grau Descricao
2 Otimo (lesdo completamente preenchida)
1 Bom (preenchimento, menor quantidade de tecido
cicatricial, porém sem falhas
0 Ruim (aumento do didmetro da leséo)

Tabela 7. Escore da presenca de proliferacdes do tecido de reparacdo, 60 dias apds inducdo da lesdo
condral, adaptado de Yamada et al., (2011).

Proliferacdes Grau Descricdo
Presente Leve, moderado, intenso
Ausente

Tabela 8. Escore de aderéncia as bordas do tecido de reparacdo, 60 dias ap6s inducgdo da lesdo condral,
adaptado de Yamada et al., (2011).

Aderéncia as bordas Grau Descricdo
2 Bem aderido
1 Pouco aderido
0 N&o aderido
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Tabela 9. Escore de aderéncia ao 0sso subcondral do tecido de reparacdo, 60 dias apds inducdo da lesdo
condral, adaptado de Yamada et al., (2011).

Aderéncia ao 0sso subcondral Grau Descricdo
2 Bem aderido
1 Pouco aderido
0 Né&o aderido

Tabela 10. Escore de presenca de irregularidades no tecido de reparacéo, 60 dias ap0s indugdo da lesdo
condral, adaptado de Yamada et al., (2011).

Irregularidades Grau Descricio
0 Ausente
1 Discretas ao redor da lesdo
2 Graves evidentes ao redor da lesdo

Tabela 11. Escore de presenca de fibrilagdes do tecido de reparacdo, 60 dias apds indugdo da leséo
condral, adaptado de Yamada et al., (2011).

Fibrilacdes Grau Descricio
0 Ausente
1 Discreta
2 Moderada

Tabela 12. Escore de presenca de erosdes no tecido e ao redor da lesdo condral, 60 dias apés indugdo da
lesdo condral, adaptado de Yamada et al., (2011).

Erosdes Grau Descricdo
0 Ausente
1 Moderada
2 Grave

Tabela 13. Escore de presenca de sinovite, 60 dias ap6s inducéo da lesdo condral, adapatado de Yamada
et al., (2011).

Sinovite Grau Descricdo
1 Ausente
2 Leve hiperemia
3 Moderada (membrana sinovial com hiperemia
acentuada
4 Grave (hiperemia acentuada a membrana sinovial/

presenca de proliferagdes sinoviais)

Tabela 14. Escores de proporcdo de cartilagem hialina de acordo com a porcentagem de sua presenca no
tecido de reparo.

Grau %

0
20
40
60

80
100
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Os dados paramétricos foram submetidos a andlise de varidncia em blocos ao acaso
considerando-se os efeitos de tempo, sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey. A
comparagdo entre grupos no mesmo tempo sera realizada pelo teste t de Student. Os dados nao
paramétrios serdo analisados quanto ao efeito do tempo pelo teste de Friedman seguido pelo
teste de Dunn e quanto ao efeito do tratamento pelo teste de Mann Whitney. Para todos os testes
sera considerado o nivel de significancia de P<0,05.

5. RESULTADOS
5.1. INDUCAO DE LESAO E POS-OPERATORIO IMEDIATO

No primeiro procedimento artroscépico T-0, ndo se observou qualquer alteracdo das
articulagGes. A lesdo condral na porcao distal troclea lateral, foi realizada de forma satisfatoria.
Em todas as articulacGes, gotas de gordura foram obtidas durante a perfuracdo do 0sso
subcondral, demonstrando acesso a medula éssea. Todos 0s animais comportaram-se bem no
po6s-operatdrio imediato e nos dias subsequentes, ndo sendo observadas redugdes no consumo de
feno e racdo e 0s mesmos se mantiveram em estacdo maior parte do dia, ndo havendo
distribuigdo desigual de peso entre os membros posteriores ou alteracdo em sua mobilidade.

Algum grau de claudicacéo foi observado em todos os animais nas semanas seguintes a cirurgia.
Entretanto, houve predominio de claudicagdes discretas. Segundo a classificacdo da AAEP,
considerando membros pélvicos direito e esquerdo, o grau médio de claudicacdo (+DP) foi de
1,42+1,31 na primeira semana e 0,58+1,08 na oitava semana. Ndo houve diferenca estatistica
entre tempos ou grupos, considerando-se ambas classifica¢fes para claudicacdo (Fig.2).

Escore AAEP Escore Claudicagdo
31 2.0+
1.54
2-
o) )
£ S 1.0
o o
1-
0.5
0- 0.0-
?'\‘1«’5&‘)6'\‘6.'8'\'»'5&66'\%. ?'\’b’bh‘)b'\%.op'\‘b":hﬁfo'\‘b.
] L] v L}
) Controle v 2 Tratado * Controle Tratado
Semanas Semanas

Figura 2. Médias e erros-padréo da avaliacdo de claudicagdo segundo AAEP ou metodologia prépria de
equinos submetidos a lesdo condral na trdclea lateral do fémur, tratados ou ndo com cartogenina.

5.2. AVALIACAO RADIOGRAFICA E ULTRASSONOGRAFICA
Pelo exame radiografico da articulacdo femurotibiopatelar ndo houve alteracdes detectaveis da

superficie e do espaco articular. Apenas foram visualizados os pontos de perfuracéo realizados
no 0sso subcondral durante a execugdo da técnica de micro perfuracdo na troclea lateral nos
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tempos 30 e 60 (Fig.3). Achados semelhantes foram encontrados na avaliacdo ultrassonogréafica,
onde também foram visualizados os locais das perfuracdes no osso subcondral (Fig.4).

Em relacdo as medidas dos recessos lateral e femorotibial medial da articulacdo femuropatelar
(Fig. 5), houve aumento significativo quanto a circunferéncia e a area. Isso ocorreu a partir da
primeira semana pos-operatoria, havendo regressdo gradual com o passar das semanas,
caracterizando efusdo articular, em ambas as articulagdes (Fig.6 -7). Nenhuma diferenca
estatistica foi detectada entre grupos em um mesmo tempo. Durante avaliacdo do recesso medial
e lateral, também foi encontrado proliferacdo sinovial (Fig. 5), que se manteve até o fim do
estudo.

Em relacdo as medidas dos recessos lateral e femorotibial medial da articulacdo femuropatelar
(Fig. 5), houve aumento significativo quanto a circunferéncia e a area. Isso ocorreu a partir da
primeira semana poOs-operatoria, havendo regressdo gradual com o passar das semanas,
caracterizando efusdo articular, em ambas as articulagbes (Fig.6 -7). Nenhuma diferenca
estatistica foi detectada entre grupos em um mesmo tempo. Durante avaliacdo do recesso medial
e lateral, também foi encontrado proliferacdo sinovial (Fig. 5), que se manteve até o fim do
estudo.

Figura 3. Imagem radiogréfica de exposicao lateromedial obliqua da articulagdo fermurotibiopatelar de
equinos submetidos a lesdo condral e tratados com microperfurages subcondrais, 30 dias apds indugédo
da lesdo. As setas mostram 0s pontos de perfuracdo no osso subcondral da tréclea lateral.
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Figura 4. Imagem ultrassonografica cranial da tréclea lateral na segunda semana po6s operatério de
equinos submetidos a lesdo condral e tratados com microperfuracfes subcondrais. As setas indicam os
pontos de perfuracdo realizados no osso subcondral.

RECESSO MEDIAL * Circ 59.7mm  RECESSO LATERAL + Circ 74.1 mm
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Figura 5. Imagem ultrassonografica demonstrando a mensuragéo da circunferéncia e da area do recesso
femuropatelar medial da articulagdo femuropatelar direita de um equino submetido a lesdo condral. Setas
amarelas indicam proliferacfes sinoviais (A). Mensuracdo da circunferéncia e area do recesso lateral da
articulacéo femuropatelar direita (B).
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Figura 6. Médias e erros-padrao da circunferéncia e area do recesso femuropatelar medial da articulacéo
femuropatelar de equinos submetidos a lesdo condral na troclea lateral do fémur, tratados ou ndo com
cartogenina.
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Figura 7. Médias e erros-padrdo da circunferéncia e da &rea do recesso lateral da articulacéo
femuropatelar de equinos submetidos a lesdo condral na tréclea lateral do fémur, tratados ou ndo com
cartogenina.

5.3. ANALISE DO LIQUIDO SINOVIAL

Amostras de liquido sinovial foram facilmente obtidas até a terceira semana. Entretanto, a partir
desse momento, ndo foi possivel obtencdo de amostras em quantidade suficiente para realizar
todas as analises. Desta forma, os resultados séo apresentados até a terceira semana.

Durante as coletas, a coloragdo apresentou variages entre amarela, ambar e vermelho e o
aspecto variou entre limpido e turvo. Houve oscilagdes na qualidade do coagulo de mucina (Fig.
8), no pH (Fig.9) e na concentracdo de fibrinogénio (Fig.10), contudo sem significancia
estatistica. Aumentos em relagfes aos valores basais foram verificados na concentracdo de
proteina (Fig.11) e nas contagens de hemacias (Fig.12) e leucécitos (Fig.13) a partir da primeira
semana, contudo sem que houvesse diferenga entre grupos.
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Figura 8. Médias e erros-padrdo dos graus de coagulagdo de mucina do liquido sinovial da articulagéo
femuropatelar de equinos submetidos a lesdo condral da trdclea lateral do fémur tratados ou ndo com
cartogenina.
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Figura 9. Médias e erros-padrdo da concentracdo de proteinas no liquido sinovial da articulagdo
femuropatelar de equinos submetidos a lesdo condral da trdclea lateral do fémur tratados ou ndo com
cartogenina.
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Figura 10. Médias e erros-padrdo do fibrinogénio no liquido sinovial da articulagdo femuropatelar de
equinos submetidos a lesdo condral da tréclea lateral do fémur tratados ou ndo com cartogenina.
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Figura 11. Médias e erros-padrao dos valores de pH no liquido sinovial da articulagcdo femuropatelar de
equinos submetidos a lesdo condral da troclea lateral do fémur tratados ou ndo com cartogenina.
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Figura 12. Médias e erros-padrdo dos valores de hemé&cias no liquido sinovial da articulacdo
femuropatelar de equinos submetidos a lesdo condral da troclea lateral do fémur tratados ou ndo com
cartogenina.
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Figura 13. Médias e erros-padrdo de leucdcitos no liquido sinovial da articulacdo femuropatelar de
equinos submetidos & lesdo condral da troclea lateral do fémur tratados ou ndo com cartogenina.
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Figura 14. Médias e erros padrdo de segmentados no liquido sinovial da articulagdo femuropatelar de
equinos submetidos & lesdo condral da troclea lateral do fémur tratados ou ndo com cartogenina.
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Figura 15. Médias e desvios-padrdo de células mononucleares no liquido sinovial da articulagéo
femuropatelar de equinos submetidos & lesdo condral da tréclea do fémur tratados ou ndo com
cartogenina.
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5.4. AVALIACAO MACROSCOPICA E REALIZACAO DA BIOPSIA

Durante a segunda artroscopia aos 60 dias verificou-se, em ambos os grupos de articulacdes,
sinovite moderada com fibrilacdes e erosdes na cartilagem articular, envolvendo principalmente
0 bordo da lesdo. Em ambos os grupos, houve proliferacdo tecidual na &rea da cicatriz, contudo
o preenchimento da lesdo foi incompleto e acompanhado de irregularidades ao redor das lesGes
(Fig.16). Quanto o percentual de lesdo recoberta, aderéncia as bordas e ao 0sso subcondral os
achados foram semelhantes nos dois grupos. N&o houve diferenga significativa em grupos, para
nenhuma das variaveis analisadas (Tab. 15).

Figura 16. Avaliacdo das caracteristicas macroscépicas T-60, articulagdo controle (A) e articulacdo
tratada (B). Setas amarelas indicam presenca de erosdes levando aumento do didmetro da lesdo. Setas
pretas indicam areas de preenchimento incompleto sobre o defeito condral.

Tabela 15. Médias e desvios-padrdo das variaveis do tecido de reparacdo, durante a avaliagdo
videoartroscopica no tempo — 60 da articulagdo femuropatelar de equinos submetidos a lesdo condral da
troclea lateral do fémur tratados ou ndo com cartogenina.

Variavel Controle Tratado
Unidade Média DP Média DP Valor de P

Irregularidades Escore 1,42 0,49 1,58 0,49 0,6
Fibrilagdes Escore 2,08 0,86 1,58 0,8 0,4
Erosdo Escore 0,75 0,76 0,92 0,66 0,67
Sinovite Escore 3 1,27 2,5 1,05 0,46
Porcentagem de leséo recoberta % 58% 33,13% 43,30% 21,60% 0,52
Aderéncia as bordas Escore 1 0,63 1,17 0,75 0,72
Aderéncia ao 0sso subcondral Escore 15 0,55 1,17 0,75 0,48
Proliferagdes Escore 0,67 1,03 0,83 1,17 0,79
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Tabela 16. Ocorréncia de prolifera¢des no tecido cicatricial.

Animal  Articulacado tratada Proliferacoes Articulacéo controle Proliferacdes
1 E Presente leve D Presente moderado
2 D Presente intenso E Ausente
3 D Ausente E Presente moderado
4 E Ausente D Ausente
5 E Ausente D Ausente
6 E Ausente D Ausente

Figura 17. Imagem artroscopica da articulagdo femuropatelar tratada com cartogenina, setas indicam
intensas proliferacBes do tecido de reparacao.

A bidpsia foi realizada de maneira satisfatéria, sendo que a artrotomia permitiu boa visualizagdo
da porcéo distal da troclea lateral, permitindo bom posicionamento do lamelétomo de Falcéo-
Faleiros sobre o tecido de reparacdo e area de transicao de tecido sadio, as amostras coletadas
tinham aproximadamente 0,5 cm de didmetro, o que permitiu uma boa quantidade de material
para analise histoldgica (Fig. 18).
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Figura 18. Artrotomia realizada sobre a troclea lateral, setas indicam o tecido de reparacdo neoformado
(A). Posicionamento do lameldtomo de Falcdo Faleiros, para realizacdo da bidpsia (B). Amostra do tecido
apos fixagdo com formalina 10% (C).

5.5. ANALISE HISTOPATOLOGICA

Durante a avaliacdo das laminas coradas pelo método de H&E, o tecido de reparacdo,
apresentou predominio de fibras colagenas desorganizadas, associada a perda de condrdcitos
(Fig.19). Em alguns segmentos do corte histologico, foi constatado presenca de uma matriz
bem organizada, caracteristica de cartilagem hialina contendo condrdcitos jovens onde era
circundado por uma outra matriz composta por fibrocartilagem (Fig.20). Estes achados foram
semelhantes em ambos os grupos de articulagcdes, sem diferenca estatistica (Fig,21). Na
colorag&o por Picrosirius Red, o tecido de reparacdo foi confirmado como fibrocartilagem, com
predominio colageno tipo | em ambos os grupos avaliados (Fig.22). Nos locais onde houve a
formacdo da matriz com caracteristicas de cartilagem hialina, a coloracdo por Picrosirus foi
negativa. J& a coloragdo de azul de toluidina houve pouca marcacdo sobre a fibrocartilagem e
nos locais onde houve a formag&o de cartilagem do tipo hialina.
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Figura 19. Fotomicrografia do tecido de reparagdo, T-60. Observa-se predominio de fibras colagenas
desorganizadas e células fibroblastéides (H&E, Objetiva: 10x).

Figura 20. Fotomicrografia do tecido de reparagdo, T-60. Observa-se entre setas negras a presenga de
matriz colagena bem organizada, com presenca de condrdcitos (setas amrelas), com caracteristicas de
cartilagem hialina (H&E, Objetiva: 20x).
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Figura 21. Fotomicrografia do tecido de reparacéo, T-60. Apresenta fraca coloragdo na matriz territorial e
interterritorial, (1) regido com fibras desorganizadas, (2) matriz colagena com caracteristicas de

cartilagem hialina (Azul de toluidina, Objetiva 20x).

AT AL

Figura 22. Fotomicrografia de luz polarizada, T-60. Apresenta predominio de fibras colagenas de
coloracdo amarelo e vermelho (colageno tipo 1) (Picrosirius red, Objetiva: 10x).
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Figura 23. Médias e erros padrdo da formacdo de cartilagem hialina na articulacdo femuropatelar de
equinos submetidos a lesdo condral da troclea lateral do fémur tratados ou ndo com cartogenina.

6. DISCUSSAO
6.1. AVALIACAO RADIOGRAFICA E ULTRASSONOGRAFICA

O exame radiografico da articulacdo femurotibiopatelar mostrou ser eficiente para avaliagdo do
espaco articular e visualizacdo dos pontos de perfuragdo do osso subcondral de ambas as
articulagbes nos tempos 30 e 60 dias. Ndo foram encontradas outras alteragcBes nos tecidos
articulares. Esse fato difere dos achados de Mcllwraith (2011), onde foram encontradas
proliferacdes 6sseas, formagdo de ostedfitos, lise e opacidade do defeito. A lesdo condral ndo
foi possivel ser visualizada, fato este ocorrer, quando a grande perda da cartilagem, reducéo do
espaco articular e mudanca de 30-40% na densidade mineral éssea (Greenfield, 1986). Ja a
avaliacdo ultrassonografica se mostrou mais eficaz para visualizacdo de todos 0s componentes
articulares, incluindo tecidos moles e estruturas 6sseas.

Normalmente o recesso femuropatelar medial da articulacdo femuropatelar possui uma certa
quantidade de liquido sinovial (Swiderski, 2005). Condizendo com a avaliagdo realizada no
tempo 0. Quando ao recesso lateral este normalmente ndo é visualizado em cavalos normais
(Denoix, 2008).

No presente estudo, os recessos medial e lateral apresentaram aumento gradual quanto a
circunferéncia e area, ao passar das semanas ap6s a inducdo da lesdo, ocasionado pelo processo
inflamatorio desencadeado na articulagdo femuropatelar, e consequente efusdo articular. A
reducdo da area dos recessos foi condizente com a diminui¢do do processo inflamatorio, o que
ndo diferiu entre as articulagdes. Segundo Swiderski (2005) o fato de encontrar proliferacfes
sinoviais durante as avaliagdes dos recessos, este achado € comum e considerado um achado
inespecifico.

6.2. MODELO DE LESAO CONDRAL

Neste estudo o modelo de inducdo de lesdo foi através do uso de cureta, guiada por
videoartroscopia. Durante a execucdo da lesdo, levou-se em conta a remocdo do plano
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calcificado, devido a sua interferéncia no processo de cicatrizacdo, como é descrito por Frisbie
et al., (2006). A técnica de perfuragdo do osso subcondral foi realizada de maneira satisfatoria,
através do uso de microrretifica em baixa rotacdo, diferindo da técnica descrita por Yi-Meng
Yen e Steadman (2003) onde os mesmo indicam que as perfuracGes sejam realizadas através de
furadores cénicos associado a batidas com martelo ortopédico. No presente estudo, 0 acesso a
medula 6ssea foi comprovado por meio do surgimento de globulos de gordura no sitio de
perfuracdo, induzindo a migracao de células progenitoras para o foco da lesdo.

O modelo experimental utilizado para indugéo de osteoartrite foi considerado adequado, devido
a inflamacédo, efusdo articular e degeneragdo da cartilagem articular, sendo estes achados
descritos por Mcllwraith (2005). No presente estudo optou-se por induzir a lesdo condral na
troclea lateral, o que difere dos demais pesquisas utilizando equinos, onde é realizada a lesdo no
condilo medial, visando mimetizar lesdes frequentemente visualizadas em humanos (Frisbie et
al., 1999). O intuito de realizar a lesdo na trdclea lateral distal teve como objetivo facilitar o
acesso para artrotomia e bidpsia. O acesso a troclea lateral foi possivel em todos animais, tanto
para inducédo da lesdo, quanto para artrotomia. Mais além, todos 0s equinos se recuperaram sem
complicacBes de ambas as cirurgias e em momento nenhum apresentaram seu bem-estar
comprometido. Por tais raz6es, o modelo experimental de defeito osteocondral utilizando a
troclea lateral do fémur foi satisfatorio.

Entretanto hd de se ressaltar que houve aumento do didmetro da lesdo condral em alguns
animais, o que é incomum quando lesdo semelhante é realizada no condilo medial (Yamada et
al., 2011; Mcllwraith et al.,2011). Expansdo da lesdo também foi relatada em um modelo de
lesdo condral no terceiro osso carpiano, local onde havia pouca sustentacdo do peso corporal
(Hurtig, 1988). A cartilagem articular além de apresentar particularidades quanto a regeneragao
devido a falta de suprimento sanguineo, o local e tamanho da lesdo influencia no processo
cicatricial, forgas de compresséo e a movimentagao articular contribuem para o fluxo de solutos,
necessarios para a reparacao da cartilagem articular (Hurtig, 1988).

6.3. AVALIACAO DE CLAUDICACAO

Como descrito por outros autores, que utilizaram modelos semelhantes de lesdo condral, a
claudicacio era esperada no presente estudo. Mcllwraith et al., (2009) utilizando les&o de 1 cm?
no céndilo medial do fémur de equinos obtiveram valores médios (1.3+0.08), em vista disso 0s
valores foram equivalentes aos encontrados no atual estudo. Frisbie et al (2008), ap6s induzir
lesdo condral de 15mm sobre a crista troclear medial, também obtiveram graus de claudicacao
semelhante aos encontrados neste estudo.

Como foi descrito anteriormente, os diferentes locais de lesdo condral na articulacdo
femurotibiopatelar, mostraram-se semelhantes quanto ao grau de dor, desta forma sugere-se que
a mesma tem maior influéncia em virtude da exposicdo do osso subcondral, pois este é
inervado, diferentemente da cartilagem articular, e por causa do processo inflamatério instalado
na articulagdo onde ocorre a liberacdo de mediadores inflamatorios como citocinas,
prostaglandinas e Oxido nitrico, que por sua vez sensibilizam as fibras nervosas aferentes
(Werren e Grauw, 2010).

Referente a rotacdo do membro quando os animais eram submetidos ao trote, este achado foi

semelhante ao encontrado por Yamada et al., (2011). Sugere-se que é uma adaptacdo postural
ocasionada pela dor. E como ndo houve diferenca entre as articulagdes, é possivel inferir que a
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melhora gradual da claudicacéo foi ocasionada pela reducéo do processo inflamatorio e ndo pelo
efeito da cartogenina. Diferindo do que foi encontrado com o uso de cartogenina em um modelo
de osteoartrite em ratos (Johnson et al., 2012), a articulagdo que recebeu a molécula nao
apresentou melhor sustentacdo do peso comparado com a articulagéo controle.

6.4. ANALISE DO LIQUIDO SINOVIAL

Em alguns momentos no transcorrer do experimento, as amostras de liquido sinovial
apresentaram coloracdo avermelhada, decorrente da contaminacdo por sangue no momento da
coleta. E, principalmente na terceira semana, algumas coletas de liquido sinovial foram
improdutivas. Contaminagdo por sangue e coleta improdutiva também foram observadas por
Martins et al. (2007), Stell et al. (2008) e Yamada et al. (2011). Segundo Barnabé et al. (2005),
é comum a ruptura de capilares da membrana sinovial durante a coleta e essa pdde ser
confirmada pela inexisténcia de amostras com coloracdo alterada no inicio da puncdo e
coloragdo amarelo claro apos sua centrifugacdo, ou seja auséncia de xantocromia.

A avaliacdo do teste de codgulo de mucina demonstrou queda da viscosidade (apesar de sem
diferenca estatistica), a partir da segunda semana decorrente do processo inflamatério
ocasionado pelo procedimento cirdrgico. Segundo Sugiuchi et al., (2005), na presenca de
inflamacdo as enzimas no liquido sinovial quebram a molécula de hialuronato levando a
reducdo da viscosidade. A reducdo da qualidade do codgulo de mucina deve vir acompanhada
do aumento na contagem global de células, acima de 500 mm3 (Stell, 2008), condizendo com 0s
achados encontrados na segunda semana pés-operatério.

O trauma articular esta dentre diversos fatores que promovem o aumento da proteina no liquido
sinovial (Stell, 2008). Neste experimento, a leséo induzida na cartilagem articular ocasionou
aumento na concentracao de proteina a partir da segunda semana, perdurando até Gltima analise.
A continuidade dos valores elevados de proteina e fibrinogénio, também foi descrito por Frisbie
et al., (2009) e Yamada et al., (2011), sendo que os Ultimos utilizaram plasma rico em plaquetas
e células tronco mesenquimais na reparacao de lesdes condrais induzidas em equinos. Nossos
resultados mostram que o tratamento estabelecido ndo reduziu a inflamac&o no espaco articular.
Por outro lado, a realizagdo de artrocenteses semanais, para coleta de liquido sinovial, pode ter
colaborado para manutencdo elevada de indicadores inflamatérios. Os valores de pH no
presente estudo se encontraram dentro dos limites encontrados por Fonseca et al., (2009).

Os eritrécitos ndo sdo considerados constituintes normais do liquido sinovial, e sua contagem
pode variar muito, dependendo da contaminacdo durante a artrocentese (Mcilwraith & Trotter,
1996). Isso explica a variacdo da contagem de eritrdcitos nos diferentes momentos que foram
realizados a coleta de liquido sinovial.

Frisbie et al., (2009) e Yamada et al., (2011) relataram aumento na contagem de células
nucleadas ap6s a terapia intra-articular com células tronco mesenquimais e plasma rico em
plaquetas, os mesmos achados foram encontrados no presente estudo. Sugere-se que a redugdo
da contagem na segunda semana esta associada a terapia com a técnica de microfratura, devido
a liberacdo de células tronco mesenquimais para o sitio de lesdo, sendo que estas, apresentam
efeito imunomodulador, como é descrito por Noth et al., (2008) e como nao houve diferenca na
contagem entre 0s grupos, ndo acreditamos que a cartogenina tenha contribuido para esta queda
nos valores da segunda semana.

41



Os valores normais para células mononucleares sdo descrito como maiores que 80%, sendo
estas constituidas de linfdcitos, macrdfagos e células mesoteliais. No presente estudo ndo houve
reducdo dos valores dessas, diferentemente de Pozzobon et al (2009), que induziu sinovite em
pobneis e observou decréscimo de células mononucleares ocasionado pelo quadro inflamatério.
Contudo, valores semelhantes foram encontrados por Yamada, (2011), entre 80% de células
mononucleares, aos trinta dias ap6s inducdo de lesdo condral, sendo que posteriormente 0s
valores apresentaram tendéncia a queda.

Mcllwraith e Trotter, (1996) refere valores normais de neutréfilos no liquido sinovial de até
10% e valores superiores sugestivos de inflamag&o. Diferindo destes dados Fonseca, (2009) que
descreve até 36% de neutréfilos como dentro dos valores normais. No presente estudo, 0s
animais apresentaram valores em torno de 10 a 15% em todos 0s momentos, diferindo dos
valores de Pozzobon et al (2009) que encontram valores superiores a 80% em articulagdes com
sinovite induzida.

6.5. ANALISE HISTOPATOLOGICA

No presente estudo o tecido de reparacdo neoformado é composto predominantemente de
fibrocartilagem, o que n&o diferiu entre as articulagdes. Esses achados foram semelhantes aos
encontrados por outros autores usando modelos semelhantes (Milano et al., 2010; Mcllwraith.,
2011; Milano., et al 2012). Entretanto, na maioria dessas pesquisas ndo foi obtido formacéo de
cartilagem hialina, com excecdo de Mcllwraith (2011), que descreveu dentre seus achados a
formacg&o de um tecido com caracteristicas de cartilagem hialina e quantificou este em 16% apds
avaliagdo histomorfométrica do tecido de reparacdo. No presente estudo foi encontrado em
média 17,5% deste tecido o que se assemelha aos resultados alcan¢ados por Mcllwraith (2011).

A coloragdo de azul de toluidina foi utilizada, pois demonstra a presenca de
glicosaminoglicanos na matriz extracelular, corando-a de azul claro e roxo escuro
(metocromasia) os glicosaminoglicanos (Hoeomann et al., 2011). Nos dois grupos houve fraca
marcacgdo (azul claro) e ndo houve metocromasia. Esses achados indicam que houve baixa
producdo de proteoglicanos, mesmo nas areas onde houve a formacdo da matriz com
caracteristicas de cartilagem hialina. Resultados semelhantes foram encontrados por Yamada et
al (2011), mas diferiram dos encontrados por Mcllwraith et al (2011), onde a associacdo de
células tronco mesenquimais e acido hialurénico, apresentou maior quantidade de agrecan.
Inferimos que a baixa concentracdo de células tronco mesenquimais originadas pela técnica de
micro perfuragdo no presente estudo fratura ndo alcangou concentracdes terapéuticas adequadas
a ponto de influenciar a producédo de glicosaminoglicanos.

7. CONCLUSOES
A terapia com cartogenina, segundo protocolo utilizado, ndo foi eficaz em melhorar a qualidade

ou a quantidade de tecido de reparacdo em lesbes osteocondrais induzidas e tratadas com
microperfuracdes na troclea lateral do fémur em equinos.

8. CONSIDERACOES FINAIS
O uso de microperfuracdes de defeitos condrais, segundo o método descrito utilizando o pino de

Steiman foi atil e de fécil realizacdo, se mostrando capaz de induzir a formacéo tecido de
reparacdo com presenca de cartilagem hialina. Aos exames macroscopico e histoldgico, ndo
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foram encontradas evidéncias de osteonecrose. Tais resultados encorajam a realizacdo de novos
estudos com essa técnica.

O modelo de lesdo osteocondral na troclea lateral do fémur equino permitiu facil acesso
cirirgico para a realizacdo de bidpsias. Mais além, todos animais apresentaram evolucdo
favordvel no pos-cirargico, sem evidéncias de comprometimento de seu bem estar. Isso
demonstra a utilidade desse modelo, contudo considerou-se que o aumento de area de algumas
lesdes, quando comparada com estudos que utilizaram o c6ndilo medial, trouxe davidas se no
menor contato dessa area com a patela poderia interferir negativamente no processo de reparo
da cartilagem.

O lamel6tomo de Falcdo-Faleiros se mostrou um instrumento eficiente para realizacdo de
bidpsias de cartilagem articular, produzindo fragmentos de tamanho adequado e preservando a
integridade de suas camadas, desde a mais profunda a mais superficial.

O exame ultrassonogréfico para mensuragdo dos recessos lateral e femuropatelar medial se
mostrou um método eficaz para quantificar a efuséo da articulacdo femuropatelar em equinos.
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