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RESUMO

A osteoartrite refere-se a uma combinagdo de eventos patologicos envolvendo
articulagbes sinoviais, caracterizados por degeneragao progressiva de cartilagens,
remodelamento 0ssea subcondral e sinovite. Por se tratar de uma doenca de origem
multifatorial, crbnica e progressiva, seu tratamento busca por meio de farmacos e
terapias nao cirurgicas o controle de dor, a manutencao da funcdo e amplitude de
movimentos articulares, além do retardo na progressao das lesdes cartilagineas e dos
tecidos anexos. Dessa forma, o presente estudo teve como objetivo avaliar a
capacidade condrorregeneradora de Sulfato de Condroitina A com Glucosamina,
Diacereina e Polissulfato de Pentosano Sédico em osteoartrite induzida por aplicacao
de Monoiodoacetato de Sédio em ratos Wistar. No total, foram estudados 40 animais
da espécie Rattus norvegicus (linhagem Wistar albino), independente do sexo, com
cinco semanas de idade e peso médio inicial de 98112 gramas. A indugéo das lesdes
articulares foi realizada por aplicagdo Uunica do farmaco na articulagao
femorotibiopatelar direita, apos anestesia geral e radiografia do membro para descarte
de alteracdes prévias. Decorrido 14 dias da indugéo, os animais foram reavaliados
radiograficamente e categorizados em quatro diferentes grupos para inicio da fase
terapéutica: GC (grupo controle), GCG (Sulfato de Condroitina A e Glucosamina na
dose de 400 e 500mg/kg a cada 24 horas), GD (Diacereina na dose de 50mg/kg a
cada 24 horas), ambos por 21 dias consecutivos e GPPS (Pentosano Polissulfato
Sodico na dose de 20 ug/g por semana). Ao término dos 21 dias propostos de
tratamento, os animais foram submetidos a eutanasia, com posterior coleta de
fragmento articular e analise histopatolégica para determinagdo da presenga ou
auséncia de lesbes indicativas de OA. A partir disso, os achados dos exames
histolégicos foram compilados, seguido pela determinacédo do grau de leséo articular
com base em recomendagdes da Sociedade Internacional de Pesquisa em
Osteoartrite (OARSI) e tratamento estatistico dos dados. Considerando o potencial de
lesdo articular, a aplicagao do indutor utilizado no estudo foi eficientemente capaz de
estimular lesdes histoldgicas caracteristicas de OA. Entretanto, com relacdo aos
tratamentos, a acao terapéutica dos farmacos administrados por um periodo de trés
semanas consecutivas nao foi estatisticamente significativa em promover
condrorregeneracao detectavel a nivel histopatoldgica.

Palavras-chave: Artropatia. Condroprotetores. Doenga articular degenerativa.
Osteoartrose.



ABSTRACT

Osteoarthritis refers to a combination of pathological events involving synovial joints,
characterized by progressive cartilage degeneration, subchondral bone remodeling,
and synovitis. Since it is a disease of multifactorial, chronic and progressive origin, its
treatment seeks, by means of drugs and non-surgical therapies, to control pain,
maintain function and range of joint movement, and delay the progression of cartilage
lesions and adnexal tissues. Thus, the present study aimed to evaluate the
chondrorregenerative capacity of Chondroitin Sulfate A with Glucosamine, Diacerein
and Pentosan Polysulfate Sodium in osteoarthritis induced by application of Sodium
Monoiodoacetate in Wistar rats. A total of 40 animals of the species Rattus norvegicus
(Wistar albino lineage), independent of sex, with five weeks of age and mean initial
weight of 98 £12 grams, were studied. The induction of joint lesions was performed by
a single application of the drug in the right femorotibiopatellar joint, after general
anesthesia and radiography of the limb to rule out previous alterations. After 14 days
of induction, the animals were reassessed radiographically and categorized into four
different groups to start the therapeutic phase: CG (control group), GCG (Chondroitin
Sulfate A and Glucosamine 400 and 500 mg/kg, every 24 hours), GD (Diacerein 50
mg/kg, every 24 hours), both for 21 consecutive days, and GPPS (Sodium Pentosan
Polysulfate 20 ug/g per week). At the end of the 21 days of treatment, the animals were
euthanized, with subsequent collection of joint fragments for histopathological analysis
to determine the presence or absence of lesions indicative of OA. From that, the
histological findings were compiled, followed by determination of the degree of joint
injury based on recommendations of the International Osteoarthritis Research Society
(OARSI) and statistical treatment of the data. Considering the potential for joint injury,
the application of the inducer used in the study was efficiently able to stimulate
histological lesions characteristic of OA. However, with regard to the treatments, the
therapeutic action of the drugs administered for a period of three consecutive weeks
was not statistically significant in promoting histopathologically detectable
chondoregeneration.

Keywords: Arthropathy. Chondroprotectors. Degenerative joint disease. Osteoarthritis.
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1 INTRODUGAO

1.1 OSTEOARTRITE

Podemos conceituar como articulagdo uma estrutura anatdémica composta por
cartilagem, osso subcondral, capsula articular, fluido sinovial e ligamentos associados.
Sua fungédo e higidez correlaciona-se diretamente a saude de inumeras outras
estruturas e 6rgéos, incluindo os tecidos musculares, 6sseos e tendineos (KONIG e
LIEBICH, 2016; SCHULZ, HAYASHI e FOSSUM, 2018).

A osteoartrite (OA), osteoartrose ou ainda denominada doenca articular
degenerativa (DAD) refere-se a combinacdo de eventos patologicos envolvendo
articulagdes sinoviais, caracterizados por degeneragao progressiva de cartilagens,
remodelamento 6ssea subcondral e sinovite (SIMON e JACKSON, 2006; LAADHAR
et al., 2007).

A cartilagem articular € um tecido constituido por células denominadas
condrécitos, circundadas por matriz extracelular constituida por colageno tipo Il, acido
hialurénico, proteoglicanos, glicoproteinas e agua. Durante o processo degenerativo,
este tecido acaba sendo alvo para instauracao de lesdes devido suas particularidades
anatdbmicas como auséncia de rede capilar e suporte de nutrientes e oxigénio
exclusivamente por difusdo a partir do fluxo dindmico do liquido sinovial e o0sso
subcondral (PRITZKER et al., 2006). Como importancia clinica, ressalta-se que a OA
nao se limita apenas a alteragdes em cartilagem articular, mas também incide em
estruturas adjacentes como ligamentos, membrana sinovial, meniscos e musculos
periarticulares (DeCAMP et al., 2015).

Trata-se de uma das principais afecgdes ortopédicas de todos os mamiferos,
acometendo principalmente caes, equinos e 0 homem (BROOKS, 2002; RASERA et
al., 2007; LEITE, 2011). Com isso, atribui-se o desenvolvimento da OA como resultado
de eventos mecanicos e bioldgicos, incluindo predisposigao genética, obesidade e
consequente sobrecarga articular, enfermidades metabdlicas, processos traumaticos
e do desenvolvimento (degenerativo) (ANDERSON et al., 2018; LAMANI et al., 2019).

Ainda com base na origem da OA, ela pode ser classificada em primaria,
referenciando exclusivamente quadros degenerativos crbénicos, e secundaria quando

desenvolvida em decorréncia de condi¢des pré-existentes. Em animais, relata-se uma
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alta correlagao entre rupturas ligamentares e tendinopatias com o desenvolvimento
da OA secundaria, estando a doenga primaria principalmente associada a pacientes
de meia vida a idosos, sem histérico de comorbidades do sistema musculoesquelético
(DeCAMP et al., 2015; SANDELL, 2012).

Com relagao a fisiopatologia da OA primaria, acredita-se que por estimulos
mecanicos, crbénicos e direcionados a uma zona focal articular, instaura-se um
processo inflamatério com liberacdo de enzimas proteoliticas como interleucinas (IL-
1a e IL-1B), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e catepsinas (YEATER et al., 2022).
Em consequéncia, nota-se a presenca de sinovite secundaria, modificacbes das
moléculas de matriz cartilaginosa, diminuicdo do numero de condrocitos, menor
retencao de agua intra-articular e fibrilagado (formacao de fissuras) da matriz hialina
(PRITZKER et al., 2006).

Da mesma forma, simultaneamente aos eventos supracitados, na tentativa de
reparo da injuria articular instalada o organismo passa a mobilizar tecido regenerativo
de forma desordenada para o local, o que acaba néo sendo fisiologicamente
significante devido a presenga de enzimas degradativas associada muitas vezes a
instabilidade articular, tendo como consequéncia a evolucdo do quadro para erosao
cartilaginea, esclerose subcondral, formagéo de ostedfitos e entesdfitos (GOLDRING
e GOLDRING, 2010; LAADHAR et al., 2007).

1.1.1 Sinais clinicos

Em medicina veterinaria a maior parte dos estudos relacionados a OA diz
respeito a caes, sendo pouco descrita em gatos. Entre os principais sinais clinicos,
incluem-se dor evidenciada por claudicagdo e sensibilidade a palpacao, rigidez
articular, deformidade e perda da fungao do membro (DeCAMP et al., 2015; SANDELL,
2012).

Os mecanismos atribuidos a dor s&do multifatoriais, estando relacionados a
inflamacao, degradacado da cartilagem com exposicdo de inervagao subcondral,
sinovite e distensao do peridsteo por ostedfitos e da capsula articular (CASTRO et al.,
2006).
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A rigidez articular relaciona-se principalmente a mobilizagdo de tecido
cicatricial desordenado e consequente fibrose intra e periarticular, culminando em
menor amplitude de movimentacdo do membro e sobrecarga de articulagdes
contralaterais (DeCAMP et al., 2015).

Com o agravamento do quadro observa-se menor uso do membro afetado,
diminuicao de forca muscular em consequéncia de atrofia e evolucado para perda da
fungcdo mecanica parcial ou total, limitando as atividades diarias do animal e piora da
qualidade de vida (SCHULZ et al., 2018).

1.1.2 Diagndstico

Devido a OA primaria apresentar carater de desenvolvimento lento e crénico,
raramente a enfermidade € identificada na fase inicial (MOSHER et al., 2013). Para
diagndstico, o historico detalhado, avaliagao fisica geral e ortopédica associado a
exames complementares como radiografia, ultrassonografia, artroscopia, tomografia
computadorizada e ressonancia magnética permitem identificar alteragdes intra-
articulares, confirmar a doenga e excluir possiveis diagndsticos diferenciais
(COPPIETERS et al., 2016; RASERA et al., 2007).

Avaliacao radiografica comumente utilizada em medicina veterinaria permite
a identificacdo de alteracbes Osseas intra-articulares, como areas liticas ou
proliferativas, ou ainda a verificagdo de outras anormalidades que possam estar
relacionadas a processos que nao sejam OA (RASERA et al., 2007).

Ja a ultrassonografia € outra modalidade de diagndstico para avaliagéo
articular que permite com maior limitacao a detecgdo de anormalidades em cartilagem
(zonas erosivas e rompidas), inflamagdes e rupturas tendineas, ligamentares e de
meniscos (MARINO e LOUGHIN, 2010).

Modalidades avangadas e de maior acuracia para o diagnéstico da OA
incluem a artroscopia, tomografia computadorizada e a ressonancia magnética,
meétodos que permitem avaliagdo de injurias tanto ésseas quanto de tecidos
periarticulares nao detectaveis de forma precoce em radiografia convencional
(COPPIETERS et al., 2016).
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1.1.3 Tratamento

Uma vez que a OA primaria € uma doenga degenerativa, cronica, de origem
multifatorial e sem potencial de cura, seu tratamento busca através do uso de
farmacos e terapias nao cirurgicas o controle de dor, a manutencdo da fungcao e
amplitude de movimentos articulares, além do retardo na progressao das lesdes
cartilagineas e dos tecidos anexos (MILLIS e LEVINE, 2014; RYCHEL, 2010). Ja nos
casos de OA secundaria, recomenda-se o diagnostico e tratamento cirurgico precoce
da enfermidade base, visando minimizar as consequéncias do desenvolvimento da
doenca (DeCAMP et al., 2015).

O tratamento medicamentoso inclui a combinacdo de farmacos anti-
inflamatorios néo esteroidais (AINES) ou esteroidais com analgésicos, nutracéuticos
e drogas modificadoras de osteoartrite (DMOAs) (CALAMIA et al., 2011; VAISHYA et
al., 2016).

Farmacos conhecidos como condroprotetores sdo na verdade compostos
nutracéuticos classificados como condromoduladores ou DMOAs devido sua
capacidade de retardar ou diminuir a progressao de processos degenerativos
envolvendo articulagdes e suas cartilagens. Esses medicamentos sao caracterizados
por sua acgao lenta e trés efeitos primordiais: suprir o aumento do metabolismo dos
condrécitos e células sinoviais, inibir enzimas degenerativas presentes no liquido
sinovial e matriz cartilaginosa, além de evitar a formag&o de microtrombos nos vasos
que nutrem a articulagcado (BEALE, 2014; VAISHYA et al., 2016).

Sulfato de condroitina e glucosamina sdo os compostos nutracéuticos mais
utilizados para tratamento de AO em animais (MILLIS e LEVINE, 2014). O sulfato de
condroitina € um farmaco nutracéutico com acao anti-inflamatéria, capaz de inibir
diversas proteases e citocinas danosas a cartilagem articular, além de impedir a
deplecgéo de proteoglicanos da matriz, estimular a sintese de acido hialurénico pelos
sinovidcitos e atividade anabolica dos condracitos (BISHNOI et al., 2016).

Ja a glucosamina € uma substancia natural presente no corpo dos animais,
especialmente em cartilagens, atuando como um dos principais aminoacidos
precursores de dissacarideos dos glicosaminoglicanos (GAGs). Uma vez que os

GAGs sdo os maiores componentes da cartilagem articular, a administracdo da
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glucosamina permite uma redugdo na degradacédo de proteoglicanos, inibicdo da
sintese e acdo de mediadores inflamatérios (metaloproteinases), 6xido nitrico e de
prostaglandinas (VASILIADIS e TSIKOPOULQOS, 2017).

Outro medicamento usualmente utilizado em processos de OA, a diacereina
€ uma antraquinona derivada da semente de abacate, com potencial agao inibitoria
sobre interleucinas responsaveis pela degradacéo cartilaginea (principalmente IL-1(3),
evidenciando efeitos analgésicos, anti-inflamatérios e anabdlicos, estimulando a
sintese de proteoglicanos, colageno e acido hialurébnico (MENDES et al., 2022).

Ainda como alternativa, estudos vem demonstrando potencial acéao
modificadora de osteoartrite do polissulfato de pentosano sodico (PPS)
(FROHBERGH et al.,, 2014). Este, tem como caracteristica ser um farmaco
semissintético, inicialmente utilizado como antitrombdtico com posterior emprego na
terapéutica de doencas osteoarticulares. Sua agao se da pela capacidade de
supressao de citocinas e fatores pro-coagulantes de leucdcitos ativos, estimulagéo da
sintese de acido hialurbnico, do metabolismo de células sinoviais e de condrocitos,
tendo como consequéncia melhora na qualidade do liquido sinovial e integridade da
cartilagem articular e osso subcondral (WIJEKOON et al., 2019).
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Determinar o efeito terapéutico no reparo de lesdes osteoarticulares induzidas

em ratos Wistar, dos seguintes farmacos:

2.2

Pentosano Polissulfato Sdédico;
Diacereina;

Sulfato de Condroitina A com Glucosamina.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a acao farmacoldégica isolada de pentosano polissulfato sédico sobre o
reparo de alteragdes secundarias a osteoartrite induzida por injecdo de
monoiodoacetato de sodio (MIA) em ratos Wistar.

Avaliar a acdo farmacoldgica isolada de diacereina sobre o reparo de
alteragdes secundarias a osteoartrite induzida por inje¢ao de monoiodoacetato
de sodio (MIA) em ratos Wistar.

Avaliar a acdo farmacolégica isolada de sulfato de condroitina A com
glucosamina sobre o reparo de alteragdes secundarias a osteoartrite induzida
por inje¢cao de monoiodoacetato de sédio (MIA) em ratos Wistar.

Comparar a agao farmacologica entre Pentosano polissulfato sdodico,
Diacereina e Sulfato de Condroitina A com Glucosamina sobre o reparo de
alterag¢des secundarias a osteoartrite induzida por inje¢do de monoiodoacetato
de sddio (MIA) em ratos Wistar.

Determinar um ou mais protocolos terapéuticos condrorregeneradores para

osteoartrite em um modelo experimental mundialmente aceito e estudado.
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3 JUSTIFICATIVA

A osteoartrite (OA) €& uma doenga degenerativa progressiva, cuja
caracteristica clinica envolve modificagdes na cartilagem articular, remodelamento de
0sso0 subcondral, diminuicao do espaco articular e formacao de ostedfitos, resultando
em diminuicdo ou perda da fungdo do membro afetado (GOLDRING e GOLDRING,
2010). Acredita-se que cerca de 20% da populagao canina mundial com idade acima
de um ano seja afetada pela AO (JOHNSTON; MCLAUGHLIN e BUDSBERG, 2008).

Considerando que a enfermidade apresenta carater lento e crénico, suas
alteracgdes apds instaladas sao irreversiveis e impactam negativamente na qualidade
de vida dos pacientes, e ainda, os atuais tratamentos disponiveis demonstram
controversas em sua real efetividade frente ao processo degenerativo (LOESER,
2013), justifica-se a realizagdo da presente pesquisa pela necessidade de potenciais
terapias que resultem em acgdo condroprotetora e condrorregeneradora, a fim de
diminuir a progressao da doenca, recuperacao dos quadros ja instalados e

consequente bem-estar aos pacientes e tutores.
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4 MATERIAL E METODOS

41 APROVAGCOES

A presente pesquisa deu seu inicio apos submissado e aprovagao junto ao
Comité Setorial de Pesquisa da Universidade Federal do Parana — Setor Palotina,
Programa de Pés-graduacgédo em Ciéncia Animal e Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do local de execugao do projeto (Centro Universitario Univel), sendo

este responsavel pela autorizagcéo sob protocolo n° 001/2022.

4.2 ANIMAIS

Para a realizacdo do presente estudo foram utilizadas as dependéncias do
Biotério Experimental de Roedores e Laboratério de Imaginologia Veterinaria do
Centro Universitario Univel (Campus Cascavel — PR).

No total foram estudados 40 ratos da espécie Rattus norvegicus (linhagem
Wistar albino), independente do sexo, com cinco semanas de idade e peso médio
inicial aproximado de 98+12 gramas. Em duplas, os animais foram alocados no
biotério em caixas de polipropileno forradas com maravalha, com alimentacao (ragcéo
peletizada especifica para roedores) e agua ad libitum. A sala de experimentagao
apresentava controle de temperatura (22+2°C), exaustores e temporizadores para
controle de luminosidade, garantindo um ciclo natural claro/escuro de 12/12horas.

4.3 INDUCAO DA OSTEOARTRITE

A inducao da osteoartrite foi realizada por meio da aplicagao intra-articular
(articulacédo femorotibiopatelar direita) do composto monoiodoacetato de sodio (MIA)
na dose de 1mg total diluido em 10 pl de solugdo salina estéril (NaCl a 0,9%).

Inicialmente foi induzida anestesia de todos os animais com isoflurano diluido
a 100% de oxigénio em sistema anestésico de circuito aberto, seguida pela
manutencdo com o mesmo farmaco. Apos constatagao de plano anestésico adequado,

eles foram submetidos a avaliagao radiografica em projegao craniocaudal do membro
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a ser estudado para constatagao de auséncia de doencga articular prévia, seguido por
tricotomia da regido articular, antissepsia com clorexidina tépica a 2% e injecao do
MIA com agulha hipodérmica 13x4,5mm, tendo como base anatdbmica para acesso
intra-articular o ligamento patelar (Figura 1). A data do procedimento previamente

descrita foi denominada dia zero (DO).

FIGURA 1 - APLICACAO INTRA-ARTICULAR  (FEMOROTIBIOPATELAR DIREITA) DE
MONOIODOACETATO DE SODIO PARAESTIMULO INFLAMATORIO E DESENVOLVIMENTO DE OA
EM RATO WISTAR.

FONTE: O autor (2022).

Apods o procedimento, todos os animais receberam controle analgésico por
meio de aplicagéo subcutanea de sulfato de morfina na dose de 3mg/kg a cada 8
horas, totalizando trés administragoes.

Decorrido 14 dias da indugéo de OA, os animais foram novamente submetidos
a anestesia como previamente relatado, seguido por reavaliagdo radiografica para
confirmacéo do desenvolvimento de alteragdes osteoarticulares que condiziam com

osteoartrite.

4.4 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Apods a indugao de osteoartrite, os animais foram aleatoriamente divididos em

quatro grupos amostrais:



25

e Grupo Controle (GC, n=10): animais nao receberam nenhum tratamento.

e Grupo Pentosano polissulfato sédico (GPPS, n=10): animais receberam trés
aplicagdes do farmaco Pentosano Polissulfato Sédico por via subcutanea com
intervalos de sete dias entre cada administracdo. A dosagem utilizada foi de 20
Mg/g diluida em solugao fisiologica (NaCl 0,9%) até volume total de 0,1 ml.

e Grupo Diacereina (GD, n=10): animais receberam Diacereina na dosagem de
50mg/kg, por via oral a cada 24 horas, durante 21 dias consecutivos.

e Grupo Sulfato de Condroitina A e Glucosamina (GCG, n=10): animais
receberam Sulfato de Condroitina A associada a Glucosamina na dosagem de
400 e 500mg/kg respectivamente, por via oral a cada 24 horas, durante 21 dias

consecutivos.

Com intuito de promover menor interferéncia possivel nos resultados do
projeto, ao longo do estudo todos os pacientes receberam os mesmos estimulos
fisicos e sensoriais promovidos pela equipe pesquisadora e pelo ambiente
experimental.

Os protocolos terapéuticos foram iniciados apés 14 dias da indugao da OA.
Previamente a isso, os farmacos correspondentes aos grupos GD e GCG foram
manipulados em suspensao liquida sabor doce de leite, totalizando um volume de 0,2
ml a ser administrado por animal, diariamente. Da mesma forma, para os grupos GC
e GPPS foi realizado manipulagdo de uma suspensio saborizada sem acréscimo de
medicamento, garantindo assim um manejo diario e igualitario de todos os roedores.

Uma vez que as dosagens dos farmacos manipulados foram calculadas em
mg/kg, semanalmente todos os animais eram submetidos a pesagem, obtencao de
escore medio, recalculo das dosagens e remanipulagdo dos principios ativos,

assegurando sempre um volume final de 0,2 ml total das suspensdes de uso oral.
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FIGURA 2 - ADMINISTRAGAO DE SUSPENSAO FARMACOLOGICA POR VIA ORAL EM RATO
WISTAR SOB TRATAMENTO EXPERIMENTAL PARA OA.

FONTE: O autor (2022).

Da mesma forma, as aplicagdes do farmaco correspondente ao grupo GPPS
semanalmente eram recalculadas com base no peso médio atualizado, atentando-se
na diluigdo do medicamento em solugao fisiologica (NaCl 0,9%) até o volume total de
0,1 ml. Frente a esse manejo, os demais grupos também receberam estimulo por
injecao de solucgao fisioldgica (0,1 ml) a cada sete dias, pela mesma via e local de

administragao.

4.5 ANALISE HISTOPATOLOGICA

Apos 35 dias da indugao de osteoartrite e 21 dias de tratamento, todos os
animais foram submetidos a eutanasia com sobredose de isoflurano diluido em 02,
por via inalatéria, seguido por coleta de fragmento cartilagineo da articulagao

femorotibiopatelar direita (Figura 3).
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FIGURA 3 - PROCEDIMENTO DE ARTROTOMIA FEMOROTIBIOPATELAR DIREITA E COLETA DE
CARTILAGEM ARTICULAR (SETA PRETA) PARAANALISE HISTOPATOLOGICA DE RATOS WISTAR
SUBMETIDOS A INDUCAO DE OA E TRATAMENTO EXPERIMENTAL.

FONTE: O autor (2022).

Com as amostras cartilagineas ja coletadas, todos os fragmentos foram
fixados em formol 10% e enviados para analise histopatolégica em laboratério de
referéncia com profissional especializado na area de patologia animal.

Apos diafanizagdo em xilol e emblocamento dos fragmentos em parafina, os
blocos foram submetidos a cortes histolégicos de aproximadamente cinco
micrémetros, montagem dos tecidos sobre laminas de microscopia e coloragdo com
hematoxilina-eosina (HE). A leitura das amostras ocorreu de forma cega por
microscopia Optica em objetiva de 40x, vindo o avaliador a classificar os escores de
inflamacao (achados teciduais) com base nos parametros propostos por Pritzker et al.

(2006), representados na Tabela 1.
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TABELA 1 - CRITERIOS DE AVALIAGAO HISTOPATOLOGICA QUANTO AO GRAU DE OA,
SEGUNDO OS PRINCIPIOS DA SOCIEDADE INTERNACIONAL DE PESQUISAEM OSTEOARTRITE

(OARSI).

Graduacgao lesional

Achados histopatolégicos

Grau 0: superficie intacta,
estrutura da cartilagem
morfologicamente intacta

Grau 1: superficie intacta

Grau 2: superficie descontinua

Grau 3: fissuras verticais (clefts)

Grau 4: erosao

Grau 5: desnudagéao

Grau 6: deformacéao

Matriz: arquitetura normal
Células: intactas, orientacéo apropriada

Matriz: zona superficial intacta, edema e/ou fibrilagdo da
superficie (abrasdo), condensagdo de matriz focal
superficial
Células: morte, proliferagao (clusters), hipertrofia em zona
superficial

Matriz: achados condizentes com o grau 1, além de
descontinuidade da matriz na zona superficial (fibrilagao
profunda) e desorientagcao das colunas dos condrdcitos
Células: morte, proliferacao (clusters), hipertrofia

Matriz: achados condizentes com o grau 1, além de
fissuras verticais na zona média e fissuras ramificadas
Células: morte, regeneragdo (clusters), hipertrofia de
condrécitos adjacentes as fissuras

Matriz: perda de matriz da cartilagem, delimitacdo da
camada superficial e formacao de cistos na camada média
Escavagao: perda de matriz da zona superficial e zona
média

Superficie: esclerose 6ssea ou tecido de reparagao,
incluindo fibrocartilagem dentro da superficie desnudada
Microfratura com reparagéo limitada a superficie 6ssea

Remodelamento 6sseo, incluso microfraturas com
fibrocartilagem e reparo ésseo estendendo-se acima da
zona superficial

FONTE: Adaptada de Pritzker et al. (2006).

Diante das recomendagdes supracitadas, avaliou-se individualmente a

presenga ou auséncia de cada critério histopatolégico, ou seja, as variaveis

categoricas pré-estabelecidas, seguido pela graduacao final da OA de cada animal e

seu respectivo grupo.
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4.6  ANALISE ESTATISTICA

De posse dos resultados, utilizou-se o programa SPSS v. 20.0 (IBM SPSS
Statistics, SPSS Inc., Chicago, EUA) para analise estatistica. As variaveis categoéricas
utilizadas como critério de avaliagao histopatolégica foram descritas por frequéncias
e percentuais, e o escore pela mediana, minimo e maximo. Apos, comparou-se estas
variaveis categoricas pelo teste Exato de Fisher e o Teste Z com ajuste de proporgdes
por Dunn Bonferroni, possibilitando assim a detec¢céo de categorias com diferentes
proporgdes. O escore de graduagao histopatologica de OA foi confrontado pelo teste
de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunn Bonferroni para comparagao entre as
variaveis que demonstraram diferencas estatisticas. Foi considerado um nivel de

significancia de 5% (p<0,05) para as analises estabelecidas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de modelos experimentais para pesquisas médicas possibilita
padronizagao amostral e menores interferéncias nos resultados. Uma amostragem de
40 ratos da linhagem Wistar foi utilizada para o presente estudo, respeitando os
principios propostos da experimentagdo animal, que recomenda o uso do menor
numero possivel de animais para pesquisas, seguindo as particularidades e
preconizando o bem-estar de cada espécie (CAMPOS et al., 2016).

As limitagbes dos estudos sobre OA em humanos se da pela inexisténcia de
métodos objetivos e confidveis para avaliagdo do curso da doenga em estudos clinicos.
Diante disso, modelos experimentais de indu¢cdo de OA espontanea, induzidos
geneticamente ou por procedimentos cirurgico, ou ainda por inje¢ao de substancias
quimicas intra-articulares foram desenvolvidos com intuito de permitir a compreensao
de aspectos fisiopatoldgicos da enfermidade e facultar o advento de novos farmacos
e protocolos terapéuticos (ALVES-SIMOES, 2022).

Para estudo dos efeitos das drogas modificadoras de osteoartrite foi
necessaria a inducao de lesdes caracteristicas da doencga, e para isto, foi utilizado o
monoiodoacetato de sédio. O MIA é um potente inibidor metabdlico de condrécitos
que quando aplicado por via intra-articular resulta em lesées semelhantes a OA em
humanos, levando a morte celular, degeneracgao cartilaginea com exposi¢ao do 0sso
subcondral, formacdo de ostedfitos, desestruturacdo em matriz extracelular e
alteragbes nociceptivas (NAVEEN et al.,, 2014; PITCHER; SOUSA-VALENTE e
MALCANGIO, 2016). No presente estudo, a aplicagdo de MIA foi realizada apos
anestesia geral e avaliagao radiografica, cujo objetivo era identificar e excluir animais
que apresentassem indicios de OA ou qualquer outra enfermidade pré-existente
envolvendo a articulacdo femorotibiopatelar direita. Vale ressaltar que na primeira
analise ndao foram evidenciadas alteragbes radiograficas em nenhum animal, o que
permitiu a sequéncia do estudo com todos os ratos propostos para a pesquisa.

Decorrido 14 dias da aplicagdo do indutor (MIA), o grupo experimental foi
reavaliado radiograficamente, confirmando a presenca de alteracbes compativeis com
OA em todos os animais do projeto, o que incluia diminuicdo do espago articular,

ostedlise de osso subcondral, calcificagao parcial do ligamento patelar e presenga de
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osteofitos marginais (Figura 4). Tais achados reafirmam o potencial de lesao articular
ocasionado pelo farmaco MIA a curto prazo e corroboram a semelhanca das
alterac¢des induzidas com a OA em humanos, assim como descrito por Pitcher; Sousa-
Valente e Malcangio (2016).

FIGURA 4 - AVALIACAO RADIOGRAFICA DE ARTICULACOES FEMOROTIBIOPATELARES DE
RATOS WISTAR SUBMETIDOS A INDUGCAO QUIMICA DE OA, EM INCIDENCIA CRANIO-CAUDAL.
OBSERVA-SE EVIDENTE DIMINUICAO DE ESPACO ARTICULAR, CALCIFICACAO DE LIGAMENTO
PATELAR E OSTEOFITOS NO MEMBRO PELVICO DIREITO, O QUE CARACTERIZA
OSTEOARTRITE (SETA BRANCA).

Fonte: O autor (2022).

A fase terapéutica do projeto correspondeu a 21 dias de tratamento, sendo
que apos esse periodo os animais foram submetidos a eutanasia e coleta de tecido
cartilagineo para avaliagdo histopatoldgica. Os critérios utilizados para analise
seguiram parametros pré-estabelecidos por Pritzker et al. (2006) para OA em ratos,
onde analisou-se individualmente cada variavel proposta segundo sua presenga ou
auséncia nos cortes histolégicos, seguido por atribuicdo de escore de graduagao (0 a
6). Com isso, foram identificadas diversas alteracbes nos tecidos avaliados
histopatologicamente. Na sequéncia os dados foram tabulados e tratados

estatisticamente, como representado na tabela abaixo (Tabela 2):
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TABELA 2 - VARIAVEIS CATEGORICAS OBTIDAS POR MEIO DE ANALISE HISTOPATOLOGICA
EM RATOS WISTAR COM OA E TRATADOS COM DIFERENTES FARMACOS MODIFICADORES
DE OSTEOARTRITE.

Numero de animais

Caracteristicas GCG GD GPPS GC p
n=10 n=10 n=10 n=10
Edema/fibrilagéo de superficie 5(50%) 2(20%) 7 (70%) 6 (60%) 0,196*
Condensacgao de matriz superficial 1 (10%) - 3 (30%) 1(60%) 0,357*
Necrose condrocitos 1(10%)2 2 (20%)2bc 8 (80%)° 7 (70%)c 0,002*
Proliferagéo de condrdcitos 8 (80%)2 1 (10%)°> 6 (60%)2> 5 (50%)>> 0,016*
Descontinuidade superficial de matriz 4 (40%) 1(10%) 6 (60%) 2 (20%) 0,105*
Desorientagao de condrdcitos - - - - 1,000*
Fissuras profundas/ramificadas - 2 (20%) 2 (20%) 2 (20%) 0,558*
Erosao superficial a media 1(10%) 1 (10%) 4 (40%) 1(10%) 0,301*
Ulceragado com esclerose 6sseal/tecido de 1,000*
granulacao/fibrocartilagem - - - -
Microfraturas - - 2 (20%) 1(10%)  0,595*
Remodelamento 6sseo/reparo acima da 0,999*
zona superficial - - - 1 (10%)

LEGENDA: n= nimero de animais. *Teste Exato de Fisher.
Letras sobrescritas diferentes apontam resultados estatisticamente significativos.
FONTE: O autor (2022).

Edema e fibrilagdo sdo alteragbes que resultam em irregularidade da
superficie articular, uma vez que a hiperidratacdo da cartilagem acaba por diluir
proteoglicanos e estimular a separacgao das fibras de colageno, tendo como resultado
a presencga de fibrilagdes (divisbes) da superficie articular (MONONEN et al., 2012).
No presente estudo, tanto edema quanto fibrilagao (Figura 5) de superficie cartilaginea
foram observados em todos os grupos experimentais, contudo, ao comparar o
potencial de atenuacao de tais alteragdes pelos farmacos estudados pelo Teste Exato
de Fisher, ndo se observou significancia estatistica, demonstrando que nenhuma

terapia instituida foi efetiva no controle dessas alteracoes.
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FIGURA 5 - AVALIAGAO HISTOPATOLOGICA DE CARTILAGEM ARTICULAR DE RATO WISTAR
SUBMETIDO A INDUGAO DE OA E TRATAMENTO EXPERIMENTAL COM SULFATO DE
CONDROITINA E GLUCOSAMINA. OBSERVA-SE POR MICROSCOPIA OPTICA LAMINA CORADA
COM HE EM AUMENTO DE 40X, INDICANDO PRESENGCA DE FIBRILACAO E EROSOES
SUPERFICIAIS LOCALIZADAS AO LONGO DA CARTILAGEM HIALINA (SETAS PRETAS).

FONTE: O autor (2022).

A condensacao de matriz superficial foi uma alteragdo pouco evidente ao
longo das analises histopatoldgicas, sendo observada apenas em um animal do GC,
em trés do GPPS e um do GC. Tal achado esta intimamente relacionado ao processo
de formagao de cartilagem hialina e reparo de lesées da OA, uma vez que células
mesenquimais indiferenciadas iniciam um processo de proliferacdo, condensacao e
posterior diferenciagdo em condroblastos e condrdcitos, que por sua vez sintetizam
matriz cartilaginosa (KOZHEMYAKINA; LASSAR e ZELZER, 2015).

Por analise de variancia os protocolos terapéuticos ndo apresentaram
diferenga significativa quanto a condensagado de matriz superficial. Este fato pode
estar relacionado a idade dos ratos e a fase de reparagao cartilaginea em que se
encontravam os animais do experimento no momento da eutanasia, assim como
relatado por Lui et al. (2010). Esse estudo sugere que existem diferencas
histopatoldgicas a depender da fase em que se encontra a OA, e também atribuiram

0 avancgo da idade de ratos (a partir de trés semanas de vida) a uma menor capacidade
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de sintese e diferenciacdo de condrdcitos (fase de repouso, proliferativa e termino-
diferenciada), possibilitando correlacionar o momento da eutanasia dos animais do
presente estudo (oito semanas de vida) com a fase de diferenciagédo celular e ndo
mais a precursora, 0 que corrobora com a infima presenca dos achados de
condensacgao de matriz superficial.

A proliferagcado de condrdcitos (Figura 6) foi uma importante variavel durante
analise histopatoldgica e estatisticamente significativa, demonstrando pelo Teste de
Dunn Bonferroni que o grupo GCG foi superior quanto a capacidade de estimular a
proliferacdo e maturacéo celular em condroécitos quando comparado ao GD, porém

sem diferenca estatistica quando confrontado com os demais GPPS e GC.

FIGURA 6 - AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DE CARTILAGEM ARTICULAR DE RATO WISTAR
SUBMETIDO A INDUCAO DE OA E TRATAMENTO EXPERIMENTAL COM SULFATO DE
CONDROITINA E GLUCOSAMINA. OBSERVA-SE POR MICROSCOPIA OPTICA LAMINA CORADA
COM HE EM AUMENTO DE 40X, INDICANDO PRESENCA EVIDENTE DE PROLIFERACAO DE
CONDROCITOS (SETAS PRETAS).
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FONTE: O autor (2022).

Estudos apontam a efetividade da diacereina como potente modulador
inflamatorio articular devido sua capacidade inibitéria da IL-1p (ISLA et al., 2008;
MARTEL-PELLETIER e PELLETIER, 2010). Aacao do farmaco ja foi pesquisada tanto
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in vitro quanto in situ, demonstrando resultados satisfatérios na inibicao da expressao
de colagenase e atividade fibrinolitica no liquido sinovial, limitagcdo de quimiotaxia de
neutréfilos intra-articulares e redugcédo de morte celular (PALLETIER et al., 2003;
REZENDE et al., 2015).

No presente estudo, a diacereina foi administrada na dose de 50mg/kg a cada
24 horas, durante 21 dias consecutivos, ndo sendo estatisticamente efetiva em
comparagao aos demais grupos na supressdao ou estimulagcdo dos parametros
histolégicos avaliados. Tal fato pode estar correlacionado principalmente pela duracao
do periodo terapéutico adotado, assim como descrito por Jain et al. (2015) onde apés
a inducdo de OA em ratos com aplicagdo de MIA e tratamento com diacereina,
observaram  auséncia histopatologica de resposta condroprotetora e
condrorregeneradora apos duas semanas, presencga de resposta leve apds oito
semanas e resultados efetivamente significativos somente apdés doze semanas do
comego da terapia, atribuindo ao medicamento inicio de agao lenta. Frente a isso,
sugere-se fortemente que a ineficiéncia da diacereina nos animais do presente estudo
esteja relacionada ao curto periodo de tratamento instituido com o farmaco.

Necrose de condrdcitos (Figura 7) foi um dos parédmetros estatisticamente
significativos no presente estudo, sendo obtido como resultado uma menor taxa de
morte celular no GCG (10%) em comparagcao com GPPS (80%). A degradacao de
cartlagem € uma das principais caracteristicas da OA, evento intimamente
dependente da perda de celularidade ou de condrécitos. Estudos identificaram uma
forma de necrose programada relacionada a doencas osteoartriticas, intitulada por
necroptose (HE et al., 2009; WANG et al., 2014). Observou-se uma alta correlagao
entre trauma mecanico articular, inducdo oxidativa secundaria a inflamacdo e o
processo necroptético (CHENG et al., 2021).

A capacidade do Sulfato de Condroitina e da Glucosamina em retardar o
desenvolvimento da OA foi relatada em varios estudos clinicos, atribuindo seus efeitos
benéficos tanto pelo estimulo para produgdo de acido hialurénico e consequente
manutencao da producao e viscosidade do liquido sinovial (RAOUDI et al., 2009),
quanto pelo seu potencial em excitar a sintese e metabolismo de condrocitos
(LIPPIELLO, 2007). Na presente pesquisa, o menor percentual de necrose de

condrocitos demonstrado pelo GCG em comparagao ao GPPS pode relacionar-se ao
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potencial de inibicdo de citocinas proé-inflamatérios e regulacdo do metabolismo
cartilagineo pelos farmacos Sulfato de Condroitina com Glucosamina, assim como

relatado por Terencio et al. (2016).

FIGURA 7 - AVALIAGAO HISTOPATOLOGICA DE CARTILAGEM ARTICULAR DE RATO WISTAR
SUBMETIDO A INDUCAO DE OA E TRATAMENTO EXPERIMENTAL COM PENTOSANO
POLISSULFATO SODICO. OBSERVA-SE POR MICROSCOPIA OPTICA LAMINA CORADA COM HE
EM AUMENTO DE 40X, INDICANDO PRESENGA DE CONDROCITOS COM NUCLEO PICNOTICOS,
INDICATIVO DE NECROSE CELULAR (SETAS PRETAS).

L
FONTE: O autor (2022).

No grupo tratado com Pentosano Polissulfato sédico se evidenciou um alto
numero de animais com presenga de necrose de condrdcitos (8/10), demonstrando
uma possivel inefetividade do protocolo terapéutico frente a morte deste tipo celular.
Tais resultados diferem por exemplo do estudo de Miyata et al. (2010), onde os autores
observaram potencial capacidade do farmaco em reduzir a incidéncia de osteonecrose
induzida por esteroides da cabeca femoral de ratos. A auséncia de correlagao entre
os achados da presente pesquisa com a literatura citada pode ser explicada pela
diferenga entre os intervalos de administracdo do medicamento, a idade dos animais
ao inicio da fase experimental e a forma de indugdo da OA. Miyata et al. (2010)

trabalharam com animais mais velhos (13 semanas de vida), intervalos menores entre
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as aplicagdes do medicamento (a cada 24 horas) e utilizaram esteroides para causar
OA, o que induz lesédo oxidativa por estresse vascular, diferentemente do MIA que
acaba por inibir o metabolismo de condrécitos, resultando em necrose celular (ALVES-
SIMOES, 2022).

Erosao de profundidade superficial a média em matriz cartilaginosa foi uma
das alteragbes pouco evidenciadas ao longo das analises histolégicas, sendo
observada em apenas um animal dos grupos GCG (10%), GC (10%), GC (10%) e em
quatro animais do GPPS (40%). Apesar desse parametro nao ter sido estatisticamente
significativo na comparagéao dos grupos, seu achado € descrito como um importante
sinal da OA, estando presente nos quadros onde ha perdas reversiveis de
proteoglicanos e irreversiveis da rede de colageno (STOLZ et al., 2009).

Entre os parametros histoldgicos propostos para avaliagdo, a desorientagéo
de condrdcitos, ulceracdo com esclerose 6ssea e presenga de tecido de
granulagao/fibrocartilaginoso, ndo foram constatados nos tecidos analisados. Tais
achados sao descritos como alteracgdes tipicas do processo agravado de degeneragao
de matriz, caracterizado por perda de cartilagem remanescente e possivel exposi¢cao
de osso subcondral (OLSON e CARLSON, 2017). Com isso, a auséncia desses
achados no presente estudo € um forte indicativo que todos os grupos experimentais
nao apresentavam lesdes articulares agravadas até momento da eutanasia.

Apods analise das variaveis histopatoldgicas proposto por Pritzker et al. (2006),
determinou-se a graduagéao da lesao articular de cada animal, com posterior obtengao
de mediana (minimo — maximo) dos grupos. Dessa forma, os escores foram
comparados pelo teste de Kruskal Wallis, seguido por Dunn Bonferroni para
correlagdo entre os grupos, sendo considerado nivel de significancia de 5% para as

analises (Tabela 3).
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TABELA 3 - GRADUACAO DE OA EM RATOS APOS ANALISE DE VARIAVEIS
HISTOPATOLOGICAS E DETERMINACAO DE ESCORE LESIONAL.

Numero de animais

GCG GD GPPS GC p
n=10 n=10 n=10 n=10
Grau, mediana (min. - max.) 1(0-2)2b 0 (0-4)2 2113 1(1-5)0 0,012**

LEGENDA: n= nimero de animais. Min.=minimo. M&x.= maximo. **Teste de Kruskal Wallis.
Letras sobrescritas diferentes apontam resultados estatisticamente significativos.
FONTE: O autor (2022).

Pode-se observar que o GD apresentou significativamente menor escore de
lesao articular em comparacao ao GPPS, porém, nao diferindo do GCG e GC. Quando
analisados de forma isolada (cada animal), as graduagdes variaram desde escore 0
(obtidas no GCG e GD) até 5 (GC), como representado no Grafico 1.

GRAFICO 1 - REPRE~SENTAQAO DE GRADUACAO DE OA (0 — 6) EM RATOS WISTAR
SUBMETIDOS A INDUCAO DA DOENCA E TRATAMENTO EXPERIMENTAL.

GD

FREQUENCIA

GPPS

GC

] 2 3 4 5 ]

ESCORE DE GRADUAGCAO

Legenda: O escore foi comparado pelo teste de Kruskal Wallis, seguido do teste de Dunn Bonferroni
para comparagao entre os grupos. Nivel de significancia considerado foi de 5% para as comparacgdes
estabelecidas (p>0,05).

Fonte: O autor (2022).
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Apesar da diferenca significativa entre o GD e GPPS, tal resultado nao permite
determinar com precisdo o potencial condroprotetor e/ou condrorregenerador da
diacereina em relagdo aos demais, principalmente porque o grupo controle nao
evidenciou resultados estatisticamente diferentes dos grupos tratamento.

Ainda que a histopatologia seja ponderada como o método padrao-ouro para
avaliacao de lesdes cartilagineas e determinagao do grau de OA, o exame fornece
dados nao-paramétricos e sujeitos a influéncia subjetiva por parte dos avaliadores.
Com isso, no intuito de estabelecer critérios mais objetivos e dados paramétricos,
sugere-se novas pesquisas que associem avaliagao histolégica com quantificagao de
componentes de matriz cartilaginosa, como colageno, proteoglicanos, acido

hialurénico e glicoproteinas.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Em conclusao, a injegdo unica de monoiodoacetato de sédio na articulagao
femorotibiopatelar de ratos Wistar com cinco semanas de vida foi capaz de induzir
lesdes cartilagineas caracteristicas de OA. Em contrapartida, o tratamento dessas
lesdes por administracdo isolada de Sulfato de Condroitina A com Glucosamina,
Diacereina e Pentosano Polissulfato de Sdédio, durante trés semanas consecutivas,
ndo foi capaz de promover efeito condrorregenerador segundo critérios
histopatolégicos.

A fim de se obter evidéncias cientificas mais concretas a respeito de terapias
para osteoartrite, estudos com metodologia similar, porém adotando periodos
superiores de tratamento se fazem necessarios com intuito de determinar efeitos

terapéuticos em lesdes articulares caracteristicas de OA.
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