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RESUMO

A doenca articular degenerativa (osteoartrose) causa dor, restricdo funcional e
piora da qualidade de vida, sendo mais frequente em pacientes idosos. As abordagens
terapéuticas na osteoartrose (artrite) tém por objetivo melhorar os sintomas dolorosos
e recuperar a funcado das articulagcbes comprometidas. Para prevenir e/ou tratar a
artrite degenerativa, € muito importante conhecer sua fisiopatologia, o que torna
fundamental o desenvolvimento de modelos experimentais da doencga. Varios estudos
demonstram que o uso intra-articular do adjuvante completo de Freud (ACF) pode
produzir osteoartrose em articulagoes femorotibiopatelar e temporomandibular em
diversas espécies. O presente trabalho tem por finalidade avaliar a intensidade das
alteracdes histopatolégicas osteoarticulares relacionadas a inflamagédo local;
alteragbes sinoviais; alteragdes da cartilagem de revestimento e dos condrécitos,
induzidas pelo ACF na articulagdo do joelho em suinos, em tempos diferentes apos
sua injegdo. Para isso, utilizaram-se 24 suinos Large White com peso entre 25 e 50
quilogramas. Dezoito deles receberam 1 ml de ACF e seis deles receberam 1 mL de
Cloreto de Sodio a 0,9% (NACL 0,9%). Os animas que receberam ACF foram divididos
em trés grupos de seis animais cada, enquanto os animais que receberam NaCl 0,9%
foram divididos em trés grupos de animais cada. Os que receberam ACF passam a
ser denominados de Grupo de Estudo (GE), sendo compostos por seis animais de
acordo com o tempo de sacrificio: GE1 sacrificados com 7 dias, GE2 sacrificados com
21 dias e GE3 sacrificados com 35 dias. Os seis animais que receberam NaCl 0,9%
passam a ser denominados de Grupo Controle (GC) e foram divididos em dois animais
por grupo de acordo com o tempo de sacrificio: GC1 sacrificados com 7 dias; GC2
sacrificados com 21 dias e CG3 animais sacrificados com 35 dias. As alteracdes
histopatoldgicas osteoarticulares relacionadas a inflamagéo, sindvia; cartilagem de
revestimento e condrdcitos foram pontuadas e estabelecido um “escore”. Os escores
de cada uma das alteragdes histopatologicas sdo estudados estatisticamente pelo
teste nao paramétrico de Mann-Whitney para comparagao entre cada grupo de estudo
e seu respectivo grupo controle, Kruskal-Wallis, teste de Dunn e correcédo de
Bonferroni para determinar a diferenca dos achados entre os grupos de estudo. E
possivel determinar no presente estudo que a injecdo de ACF produz alteragbes
estatisticamente significativas no GE1, GE2 e GE3 quando comparados aos devidos
GC, com relacao a intensidade da inflamacéo; alteracdes sinoviais e de cartilagem.
Nao houve diferenga estatistica significativa nas alteragdes em condrécitos. O GE3
difere estatisticamente dos GE1 e GE2, apresentando alteragdes menos intensas em
relacdo ao evento inflamatdrio e alteragcbes sinoviais, mas apresenta maiores
alteracdes em condrdcitos. Pelo presente estudo, € possivel determinar que o ACF
produz alteragdes inflamatdrias, sinoviais e de cartilagem em joelho de suinos no
periodo de 7, 21 e 35 dias ap0ds sua injegao intra-articular, mas néo sao suficientes
para caracterizar osteoartrose.

Palavras-chave: Artropatia. Modelo experimental animal. Avaliagdo histopatologica
articular.



ABSTRACT

Degenerative joint disease (osteoarthritis) causes pain and functional
restriction, as well as decreases one’s quality of life, being more frequent in elderly
patients. Therapeutic approaches to treat osteoarthritis aim to treat painful symptoms
and recover function in the compromised joints. To prevent and/or treat degenerative
arthritis, it's essential to understand its pathophysiology and develop some of the
disease’s experimental models. Many studies demonstrate that the intra-articular use
of Freund’s Complete Adjuvant (FCA) can cause osteoarthritis in
femorotibiopatellar and temporomandibular joints in many species. This study aims to
assess how intense osteoarticular histopathology alterations are in terms of local
inflammation, synovial alterations, chondrocytes and coating cartilage alterations
induced by FCA in pigs’ knee joints in different periods of time after their injection.
Twenty-four Large White pigs weighing 25 to 50kg were used for this experiment.
Eighteen of them received an injection of 1ml of FCA and six of them received 1ml of
0.9% sodium chloride (NaCl 0.9%). Animals that received FCA were divided into three
groups of six and those who received NaCl 0.9% were divided into three groups of two
animals each. Those who received FCA were called Treatment Group (TG), and were
composed of six animals grouped according to the time they were put down: TG1, put
down after 7 days; TG2, put down after 21 days, and TG3, put down after 35 days. The
six animals that received NaCl 0.9% were called Control Group (CG) and they were
also divided into 2 animals per group according to the time they were put down: CG1,
with animals put down after 7 days; CG2, with animals put down after 21 days, and
CG3, with animals put down after 35 days. Osteoarticular alterations related to
inflammation, synovia, coating cartilage, and chondrocytes were analyzed to establish
a score. Scores for each histopathological alteration will be statistically analyzed by
the Mann-Whitney U test to compare each group of the study and their respective
control groups. Kruskal-Wallis, Dunn’s, and Bonferroni correction test were applied to
determine the difference between the treatment group findings. It is possible to
determine from this study that FCA injection produces statistically significant changes
in TG1, TG2, and TG3, when comparing CG’s levels of inflammation intensity and
synovial and cartilage alteration. There was no statistically significant difference for
chondrocytes. TG3 is statistically different from TG1 and TG2, presenting less intense
inflammatory and synovial alterations while presenting chondrocyte alterations. In this
study, FCA produces inflammatory, synovial, and cartilage changes in pigs’ knees over
the periods of 7, 21, and 35 days after their intra-articular injection, but they are not
sufficient to characterize ostearthrosis.

Keywords: Arthropathy. Animal experimental model. Joint histopathology assessment.
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1 INTRODUGAO

Segundo a Osteoarthritis Research Society International (OARSI), a
osteoartrose (OA) ou osteoartrite é a forma de artrite mais comum. E uma doenca que
afeta todos os tecidos da articulagdo, incluindo cartilagem, osso, ligamentos e
musculos. Qualquer articulagdo pode ser acometida, atingindo mais frequentemente
joelhos, maos e quadris.

A OA é uma doencga degenerativa cronica que causa incapacidade funcional da
articulacao e, a ndo ser pela substituicao da articulagao por proteses especificas, nao
possui cura. Entretanto, existem tratamentos que reduzem a dor, melhoram a fungcao
articular e até retardam a evolug¢ao da doenga (REZENDE et al., 2013).

No mundo, cerca de 250 milhdes de pessoas sdo acometidas por tal doenca,
sendo que pessoas acima de 65 anos, mulheres e obesos, compdem as populacdes
com maiores riscos de ocorréncia (MORA et al., 2018).

Devido ao aumento da expectativa de vida e da obesidade, é possivel esperar
aumento dos casos na populagao nos proximos anos. Associando os casos existentes
a essa expectativa do aumento de pacientes acometidos, demonstra-se a importancia
do estudo da fisiopatologia, progressao e possiveis tratamentos dessa enfermidade
(MORA et al., 2018).

Para a realizacdo de estudos com OA, sdo utilizados os modelos
experimentais, in vitro e in vivo. Modelos in vitro bidimensionais de OA permitem uma
analise acessivel, de alto rendimento e com rigoroso controle experimental, mas nao
representam a realidade da fisiopatologia. Varios modelos in vivo, induzidos ou
espontaneos, sdo capazes de reproduzir o inicio e a progressao da doenca articular
degenerativa, permitindo o estudo da fisiopatologia e também de possiveis
tratamentos (SAMVELYAN et al., 2020).

A preparagao de um modelo experimental de osteoartrose auxilia na avaliagéo
de tratamentos da osteoartrose e no entendimento da evolugéo clinica da doenca.
Existem varios modelos experimentais de osteoartrose em animais que ja s&o
utilizados em estudos, como: ratos, cobaias, equinos, pequenos ruminantes e minipig
(CHAPMAN, 2016), entretanto, poucos trabalhos utilizaram o suino como modelo de
OA. Novos protocolos tém sido propostos utilizando minipigs como modelo de
osteoartrose reumatica (TURGUT et al., 2013). Existem fatores que corroboram para

a utilizacado do joelho da espécie suina para produgcdo de modelo experimental de
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osteoartrose nesta articulagdo, como o fato de esses animais serem produzidos
comercialmente, além da semelhanga na espessura da superficie condral comparada
a do homem (HOCHBERG et al., 2012).

As principais técnicas para indugdo de OA em modelos experimentais sao
cirurgicas. Essas metodologias, apesar de eficientes, aumentam o periodo
experimental, demandam o uso de analgésicos e anti-inflamatérios nos primeiros dias
ap6s o procedimento cirurgico e sdo cada mais criticadas por Comissdes de Etica no
Uso e Animais (CEUAs) (SAMVELYAN et al., 2019).

A aplicacao de agentes indutores de OA nao é recente, sendo conhecidos o
uso de solugdes como o acetato sédico monoiodado, o Zymosan, e o adjuvante
completo de Freund (CHAPMAN, 2016), entretanto, o tempo entre a aplicagcdo do
agente indutor e o surgimento de lesées associadas a OA € um dado pouco estudado,
apesar de que na maior parte das metodologias € adotado o periodo de 7 a 21 dias
para indicar a existéncia de OA (a qual nem sempre € comprovada em avaliagdes
imaginolégicas) (SAMVELYAN et al., 2019).

O presente trabalho tem por finalidade avaliar a intensidade das alteragdes
histopatolégicas osteoarticulares, relacionadas a inflamacgédo local; alteragdes
sinoviais; alteragcdes da cartilagem de revestimento e dos condrdécitos, induzidas pelo
ACF na articulagao do joelho em suinos em trés tempos diferentes apds sua injegcéao
7,21 e 35 dias.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 CONCEITOS GERAIS SOBRE A OSTEOARTROSE

A OA é definida como uma afecgdo degenerativa, caracterizada pelo defeito
estrutural e consequente insuficiéncia da cartilagem articular, sendo esse efeito
gerado por fatores mecanicos, genéticos, metabdlicos, ésseos e hormonais, que
promovem a desregulagéo entre a degradagao e sintese da cartilagem articular e do
osso subcondral (CAMANHO et al., 2011).

A manifestacdo da OA ocorre por alteragbes bioquimicas, moleculares,
biomecanicas e morfologicas das células da matriz extracelular, que levam a lesdes
ulcerativas e perda da cartilagem articular, além de formagéo de ostedfitos ou cistos
subcondrais (CAMANHO et al., 2011).

O tratamento direto da OA, nos Estados Unidos, representa um custo de 60
bilhdes de dolares/ano (SANTOS et al., 2014). Além disso, estima-se prevaléncia de
15% da doenga mundialmente, sendo uma enfermidade de alto impacto social devido
as limitagdes geradas ao portador (SANTOS et al., 2014).

Osteoartrose ou osteoartrite € a forma mais comum de artrite e uma das
maiores causas de incapacitacdo da funcao articular. Essa doencga articular
degenerativa afeta mais de 250 milhdes de pessoas no mundo, sendo mais frequente
em pessoas com mais de 65 anos (MORA, et al., 2018).

O sinal clinico mais importante da OA é a dor que leva a restricao dos
movimentos da articulagdo. Acredita-se que a dor € desencadeada por dois
mecanismos, nociceptivo e neuropatico, assim como excitabilidade anormal das vias
aferentes da dor (SALAFFI et al., 2014). Portanto, o tratamento da OA é baseado no
controle da dor, mas também em perda de peso, ganho de forga, propriocepgéo,
flexibilidade e amplitude de movimento, sendo que o tratamento medicamentoso
utilizado tem por finalidade a melhora do processo patofisioldgico, complementando
medidas terapéuticas ndo medicamentosas supracitadas (REZENDE; GABI, 2009).

Segundo a Sociedade Brasileira de Reumatologia, no conjunto das doengas
designadas como “reumatismos”, a osteoartrose é a mais frequente, sendo a causa
de 30 a 40% das consultas ambulatoriais na especialidade. Essa lesdo degenerativa
articular é responsavel por 7,5% de todos os afastamentos do trabalho, sendo a

segunda doencga entre as que justificam o auxilio-inicial e também a segunda em
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prorrogagdo do auxilio-doenca, com 10,5% dos casos. Além disso, é a quarta a
determinar aposentadoria com 6,2% dos casos, segundo dados da Previdéncia Social
no Brasil (SOCIEDADE BRASILEIRA DE REUMATOLOGIA, 2019).

Qualquer articulagao pode ser acometida, mas dentre as grandes articulagoes,
a do joelho é a mais afetada, resultando em déficit funcional articular em 10% dos
individuos acima de 65 anos e em 25% quando ha casos de doenca avancgada
(AMMAR et al.,, 2015). Apesar da epidemiologia mundial, ndo existem estudos
epidemiologicos nacionais que elucidem a prevaléncia ou os gastos publicos do
tratamento da osteoartrose (AMMAR et al., 2015).

O diagnéstico da OA é realizado pelo histérico e exame clinico do paciente,
além de muitas vezes ser confirmado pela imagem radiografica da articulagéo, mas
exames laboratoriais podem ser utilizados para descartar outros diagnosticos
(LESPASIO et al., 2017).

A osteoartrose pode ser classificada em dois grupos de acordo com sua
etiologia: primaria, também chamada de idiopatica ou n&o traumatica, e secundaria,
geralmente causada por trauma ou desalinhamento mecanico. A avaliagao clinica e
imaginologica podem ser utilizadas para estimar o progndstico e a progressao da
doencga, sendo que essa € uma doenca de baixo potencial curativo, devido a sua baixa
vascularizacao e inervagao (MORA et al., 2018).

A OA é uma condig&o progressiva e degenerativa, com improvavel regressao
e regeneragao de estruturas danificadas. Sendo assim, as modalidades terapéuticas
atuais visam controle de sintomas, a ndo ser que a severidade do dano articular
demande intervencgao cirurgica (ROBINSON et al., 2016).

Diferentes entidades académicas e profissionais, como a Osteoarthritis
Research Society International (OARSI), American College Of Rheumatology (ACR) e
American Academy of Orthopedic Surgeons (AAOS), desenvolveram guidelines para
padronizagao e recomendacéao dos tratamentos disponiveis (MORA et al., 2018).

O objetivo do manejo terapéutico da OA é o controle da dor e melhorar a fungao
articular e a qualidade de vida. Terapias nado farmacoldgicas devem ser sempre
utilizadas e priorizadas em relacdo a tratamentos farmacolégicos (NELSON et al.,
2014).

Dentro das indicagdes nao farmacoldgicas, estdo caminhadas, subida de
escadas e ciclismo, que, se realizadas de forma adequada a cada paciente, podem

reduzir a sensibilidade enquanto melhora a fungdo articular. O ciclismo
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particularmente pode ter maior beneficio devido ao baixo impacto articular (ESSER;
BAILEY, 2011).

Apesar de nao haver conformidade quanto a indicagdo de algumas terapias,
todas as entidades realgam a importancia do controle do peso na doenga articular do
joelho (MORA et al., 2018).

O Colégio Americano de Reumatologia recomenda a perda de peso para
pacientes que se encontram acima do peso ideal e participacdo em atividades
aerdbicas e exercicios aquaticos. O tratamento medicamentoso, no entanto, é
recomendado de acordo com o caso, podendo ser exemplificado pela indicacdo do
uso de acetaminofeno, anti-inflamatérios nao esteroidais (orais ou topicos), Tramadol
e aplicacao intra-articular de corticoides. A mesma entidade ndo recomenda o uso de
sulfato de condroitina e glucosaminoglicanos (HOCHBERG et al., 2012).

O uso oral de anti-inflamatérios nao esteroidais é indicado na auséncia de
comorbidades (OARSI e AAOS), mas a ACR indica essa terapéutica sob
recomendagao condicional a cada caso, no entanto, o uso dessa classe farmacoldgica
de forma tépica € indicado por todas as entidades citadas. O uso de opioides é
indicado, apenas Tramadol, pela AAOS. Nao existe conformidade quanto a indicagao
de aplicagdo intra-articular de corticosteroides e viscosuplementagdo. A
suplementagao por nutracéuticos com glicosaminoglicanas ou sulfato de condroitina

n&o sao indicados por essas entidades (MORA et al., 2018).

2.2 ANATOMIA DA ARTICULAGCAO FEMOROTIBIOPATELAR

A articulacao femorotibiopatelar ou articulagao do joelho conecta trés estruturas
Osseas e além dessas é constituida por tecido conjuntivo fibroso, cartilaginoso e
liquido sinovial.

As articulagdes sinoviais sdo compostas por capsula articular, liquido sinovial,
ligamentos, disco fibrocartilaginoso (ndo presente em todas) e, no caso da articulagao
do joelho, meniscos. A articulagédo do joelho, além de ser classificada como sinovial,
também recebe a denominagao de diartrose, pois permite uma movimentagcdo ampla,
embora em apenas um plano de movimento, sendo dotada de uma cavidade articular,
que contém liquido sinovial (ABRAHAMSON, 2017). Além disso, essa articulagao
também é classificada como uma articulagdo composta, pois promove a conexao

entre trés estruturas 6sseas (GETTY, 1986).
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As superficies dsseas distal do fémur, proximal da tibia e caudal da patela
formam as superficies articulares. Elas sdo constituidas de tecido 6sseo denso, que
difere histologicamente da substancia compacta ordinaria. Recobrindo as superficies
articulares, encontram-se as cartilagens articulares do tipo hialina. A espessura da
cartilagem varia, sendo na superficie cbncava mais espessa perifericamente,
enquanto na superficie convexa a porgao central tem maior espessura. A cartilagem
articular é caracteristicamente avascular, lisa e com aspecto de tonalidade azulada a
fresco. Essas estruturas reduzem a carga recebida nas superficies articulares, bem
como auxiliam na reducéao da fricgao entre as superficies durante movimento (GETTY,
1986).

A articulagdo é protegida por uma capsula articular, formada por duas
camadas, uma externa, composta por tecido fibroso, e uma interna, conhecida como
membrana sinovial, cujas células constituintes sdo responsaveis pela produgao do
liquido sinovial. Essa capsula articular é fechada, contendo um espaco livre em seu
interior, que é preenchido com liquido sinovial (GETTY, 1986).

Os ligamentos sédo elementos constituintes da articulagéo, tendo como fungéo
impedir movimentos inadequados. No caso, a articulagdo do joelho é classificada
como uma articulagdo ginglima, que promove uma amplitude de movimento em
apenas um plano, semelhante a dobradica (GETTY, 1986).

Em suinos, a capsula femoropatelar é fortemente reforcada em ambos os lados
por faixas que se ligam aos ligamentos colaterais (femorotibiais). A cavidade é
continua distalmente com aquela da juntura femorotibial, formando, portanto, uma
cavidade unica femorotibiopatelar. A prega sinovial sagital estende-se a uma pequena
distancia do ligamento cruzado cranial. A bolsa suprapatelar estende-se cerca de 2 a
3 cm proximo da tréclea; a partir desta, uma bolsa estende-se por baixo do quadriceps
femoral até cerca de 2,5 cm e comunica-se por meio de uma grande abertura
arredondada com a cavidade. Ha um forte ligamento patelar que tem uma bolsa sob
sua parte distal. O tendao do biceps femoral assume o lugar do ligamento patelar
lateral. Um pequeno ligamento transverso liga a face cranial dos meniscos (SISSON,
1986).
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2.2.1 Capsula articular

A capsula articular é formada por duas camadas. A camada externa,
denominada fibrosa, composta por tecido conjuntivo fibroso denso, gerando
resisténcia. A camada interna, também chamada de camada sinovial, é constituida
por dois tipos celulares, um tipo celular semelhante ao fibroblasto e outro com aspecto
e atividade semelhantes ao macrofago (ABRAHAMSON, 2017).

2.2.2 Liquido sinovial

O liquido sinovial preenche a cavidade articular, sendo incolor, transparente e
viscoso. O liquido é um dialisado do plasma sanguineo e contém alta concentragao
de acido hialurdnico, sintetizado pelas células da camada sinovial da capsula articular.
A funcgao do liquido é a nutricado de células da capsula articular, principalmente da
camada sinovial, e da superficie articular, além de auxiliar na redugdo da carga
recebida na articulagdo e reduzir a friccdo entre as superficies 6sseas (MONTANARI,
2016).

2.2.3 Cartilagem articular

O tecido cartilaginoso € uma forma especializada de tecido conjuntivo de
consisténcia rigida. A cartilagem articular tem duas fungdes principais: absorgcéo de
choque mecénico sob a articulagao e facilitar o deslizamento das estruturas
componentes da articulacdo (ABRAHAMSON, 2017).

2.2.3.1 Matriz Extracelular (MEC)

As fungdes da cartilagem sao dependentes da estrutura da sua matriz
extracelular (MEC), que é constituida por colageno, elastina, proteinas associadas a
glicosaminoglicanos, acido hialurénico e outros tipos de glicoproteinas. A rigidez e a
turgidez da MEC sao produzidas pelas ligacbes eletroestaticas entre os
glicosaminoglicanos sulfatados e o colageno, além da grande quantidade de

moléculas de agua presa a esses glicosaminoglicanos (ABRAHAMSOHN, 2017).
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O tecido cartilaginoso € avascular e, no caso das cartilagens hialinas, a sua
nutricdo é fornecida pelo liquido sinovial, presente na cavidade articular. Além disso,
esse tecido € desprovido de vasos linfaticos e nervos (ABRAHAMSOHN, 2017).

A MEC da cartilagem hialina é formada por fibras de colageno tipo Il (cerca de
40% do peso seco da MEC) associada a proteoglicanos, agua e glicoproteinas
(MONTANARI, 2006).

A conectividade entre as moléculas que formam a MEC é fornecida pela
condronectina, uma glicoproteina estrutural com alta capacidade de adesado. Essa
macromolécula esta ligada a condrocitos, fibrilas de colageno tipo Il e
glicosaminoglicanas (MONTANARI, 2016).

Os glicosaminoglicanos, apesar de nao representarem a maior parte dos
componentes da MEC, tém importante papel estrutural na matriz. Essas moléculas
associam-se a proteinas, por meio de ligagbes covalentes, formando uma estrutura
molecular chamada de proteoglicanos. Os proteoglicanos consistem em uma haste
central (ceme) da qual sdo irradiadas varias moléculas de glicosaminoglicanos
sulfatados (assemelhando-se a uma escova de limpeza de tubos de ensaio), como
condroitina-4-sulfato, condroitina-6-sulfato e sulfato de queratina. O acido hialurénico
pode receber até 200 ligagdes covalentes com os proteoglicanos, formando um
agregado molecular grande (chegando a 4 uym). Esse agregado molecular confere
rigidez a cartilagem e liga-se a fibras colagenas formando a estrutura basica da MEC
(ABRAHAMSOHN, 2017).

Os proteoglicanos, principalmente sua por¢do formada pelos
glicosaminoglicanos, tém muitas moléculas de agua associadas, que recebem a
denominacédo de agua de solvatagao. Solvatacao € um fendmeno quimico no qual
uma substancia polar dissolve-se em outra substancia polar, entretanto, nenhuma das
moléculas envolvidas sofre alteracao estrutural, dai entende-se que as moléculas do
solvente “rodeiam” as do soluto. A agua de solvatagdo atua como um sistema de
absorcao de choque mecanico, funcionalmente reduzindo o estresse mecéanico na
articulagdo (ABRAHAMSOHN, 2017).

Histologicamente, ao redor dos condrécitos, a MEC é ligeiramente distinta,
formando um halo estreito ao redor das células. Essa zona foi denominada de matriz
capsular, entretanto essa regido nao é formada por um invélucro protetor do

condrdcito, mas tem essa caracteristica basodfila, metacromatica e de reacdo PAS
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realgada pela grande concentragdo de glicosaminoglicanos contendo radicais sulfatos
na regiao (MONTANARI, 2006).

2.2.3.2 Condrécitos

Os condrdcitos periféricos apresentam um formato alongado, com o maior eixo
paralelo a superficie. Ja as células mais profundas séo arredondadas e agrupadas
(até oito células por grupo), sendo denominadas de grupos iségenos, por terem
origem em um condroblasto comum (MONTANARI, 2006)

Essas células sdo as responsaveis pela secregcdo do colageno, principal
constituinte da cartilagem articular, sendo o colageno tipo Il o mais frequentemente
secretado em situagdes normais. Além do colageno, esse tipo celular também secreta
proteoglicanos e glicoproteinas, como a condronectina, principal responsavel pela
adesao do tecido (ABRAHAMSOHN, 2017).

A producéao e secrecao dessas substancias pelos condrdcitos sofre influéncia
hormonal. Tiroxina e testosterona induzem a produgéo e secregéo de proteoglicanos,
enquanto que cortisona e estradiol promovem o efeito oposto. O figado produz
somatomedina C, a partir da influéncia do horménio do crescimento produzido pela
hipéfise, sendo essa a molécula que estimula a multiplicagdo dos condroblastos e
aumenta sua capacidade secretéria, promovendo o crescimento da cartilagem.

A nutricdo dos condrécitos néo ocorre por vasos sanguineos, ja que o tecido é
avascular. A tensdo de oxigénio exposta ao condrécito € baixa, sendo que a
degradacéo de glicose ocorre principalmente por anaerobiose, gerando acido latico
como produto final. Os nutrientes chegam aos condrécitos mais profundos por difusao
(de vasos que irrigam a articulagdo), na matriz os nutrientes séo distribuidos também
por difusdo na agua de solvatagdo, mas séo dependentes da forca de bombeamento
promovida pela compressao e descompressdo da cartiiagem (ABRAHAMSOHN,
2017).

A histogénese da cartilagem hialina inicia-se pelo mesénquima, que da origem
a um tecido com grande quantidade de células proximas umas das outras. Os
condroblastos iniciam a produgcao de MEC, o que promove o afastamento das células,
nesse momento, as células iniciam processos de mitose e diferenciagao, formando os
grupos iségenos (MONTANARI, 2006).
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2.3 FISIOPATOLOGIA DA OSTEOARTROSE

A OA pode ocorrer por eventos mecanicos ou biolégicos que desequilibram
a relagao normal entre a degradacgao e a sintese das células na matriz extracelular
(MEC) da cartilagem e do osso subcondral. A doenga pode ser desencadeada por
multiplos fatores, incluindo fatores genéticos, metabdlicos e traumaticos, levando
a alteragdes morfologicas, bioquimicas, moleculares e biomecanicas tanto das
células quanto da matriz extracelular, as quais resultam em fibrilagdo, ulceracao e
perda da cartilagem articular, além de remodelacdo e esclerose do 0sso
subcondral com formacgao de ostedfitos (SANDELL; AIGNER, 2001).

O dano produzido pela OA ocorre em toda a articulagao sinovial, englobando a
cartilagem, liquido sinovial e osso subcondral (SANDELL; AIGNER, 2001). As células
de cada um desses tecidos possuem diferentes formas de resposta a enfermidade,
mas essas respostas podem resultar em degeneragao articular (CAMPOS et al.,
2013). As lesdes articulares patologicas resultantes da OA s&o: degeneragao da
cartilagem e meniscos, calcificacdo da cartilagem, esclerose do osso subcondral,
formagdo de ostedfitos, inflamagdo do liquido sinovial e da gordura infrapatelar
(ANDERSON; LOESER, 2010; RATNESWARAN et al., 2020).

Sandell e Aigner (2001) descrevem que a OA pode ser dividida em duas fases:
uma biosintética, na qual as células que compdéem as cartilagens articulares, os
condrdcitos, tentam realizar o reparo da matriz extracelular danificada; e uma fase
degenerativa, na qual a atividade de enzimas produzidas pelos condrdcitos promovem
lise de matriz extracelular cartilaginosa, inibigdo da produgao de matriz extracelular e
aceleracao da lesao ulcerativa na cartilagem.

Alteracbes que ocorrem na articulagdo durante o envelhecimento podem
contribuir para a instalagao da OA, por exemplo, um aumento no numero de células
gue manifestam um fendtipo secretor senescente leva ao aumento da secrecao de
citocinas e de metaloproteinases de matriz (do inglés matrix metalloproteinases —
MMPs) (CHOW; CHIN, 2020). Além disso, o envelhecimento reduz a producdo de
fatores de crescimento, bem como a capacidade de resposta a injurias dos
condracitos, reduzindo a produgdo de matriz cartilaginosa e reparacdo do dano
ocorrido (ANDERSON; LOESER, 2010).
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A reagao inflamatdria articular bem como o envolvimento de células do sistema
imunoldgico na fisiopatologia da OA ja foram evidenciadas (SCANZELLO;
GOLDRING, 2012). Substancias inflamatérias, como citocinas e quimiocinas, sao
produzidas por condrdcitos e sinovidcitos, células que compdem a superficie da
membrana sinovial, em articulagdes de pacientes com OA. Além disso, fibroblastos
também atuam como fonte de citocinas proé-inflamatdrias e de enzimas degradadoras
de matriz cartilaginosa quando a articulagéo apresenta o estado de OA (HOU et al.,
2017). Além dos condrocitos, sinovidcitos e fibroblastos, é possivel verificar que a
gordura infrapatelar pode servir de fonte de substancias pro-inflamatérias, ja que esse
tecido contém uma quantidade significativa de macréfagos e células T (IOAN-
FACSINAY; KLOPPENBURG, 2013).

A producédo de mediadores inflamatérios altera a rota de sinalizagao celular,
expressao génica e comportamento do tecido articular. Essa mudancga na sinalizacao
celular potencializa a producéo de fatores inflamatérios, além de aumentar a atividade
enzimatica, promovendo alteragbes anatdbmicas, fisioldgicas e funcionais da
articulacao (CHOW, 2020).

Scanzello e Goldiring (2012) descrevem que a inflamacao sinovial persistente
tem grande papel nos sinais clinicos e progressao da alteragao estrutural articular na
OA, sendo que a sinovite tem sido correlacionada a severidade dos sinais, a
velocidade da degeneracéo articular e a producao de ostedfitos. A resposta do liquido
sinovial a OA é complexa e variavel, sendo que essa complexidade pode ser atribuida,

em parte, a mudangas no padrao da doenga conforme sua progressao.

2.4 MODELOS ANIMAIS PARA ESTUDO DA OSTEOARTROSE

Modelos experimentais sdo sistemas utilizados para simplificar fenébmenos
complexos (PRITZKER, 1994). Um modelo animal para estudo de doengas humanas
pode ser definido como um grupo de animais que apresentam um processo biolégico
herdado, adquirido natural ou experimentalmente induzido, passivel de investigagao
cientifica, que em um ou mais aspectos se assemelha a doenca humana
(SAMVELYAN, 2020).

As articulagdes do joelho de suinos e humanos compartilham de algumas
semelhancgas anatomicas e também no aspecto biomecanico, o que permite o uso da

espécie suina na produg¢ao de um modelo de osteoartrose (RAMIREZ et al., 2016).
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Em diversos estudos, o suino vem sendo utilizado como modelo experimental
de OA, além de ser também fonte de condrécitos articulares usados em pesquisas
sobre a fisiopatologia da OA (SCHILICHTING et al., 2014). O tamanho da articulagao,
a carga recebida e a espessura da cartilagem da articulagdo do joelho suino simulam
as condi¢des da articulagdo humana melhor do que modelos de pequenos animais,
como ratos ou camundongos (HASLAUER et al., 2013).

Cruz e col. (2015) produzem fibrilagdes, fissuras, formagao de agrupamento de
condrécitos, diminuigdo do conteudo de proteoglicanos e regulagdo positiva das
proteinas associadas a OA MMP-3, MMP-13, procaspase-3 e IL-1, ou seja, lesdes e
marcadores semelhantes aos encontrados em OA em humanos. Para a realizagao
dessa metodologia, o grupo de pesquisadores realiza meniscectomia em porcos
vietnamitas miniatura, associando ao trauma cirurgico um regime de exercicio de
baixo impacto diario. O tempo decorrido entre a inducao da leséo e a avaliagao da
articulagao foi de 28 dias (CRUZ et al., 2015).

A produgdo de modelos animais de OA pode ser realizada de trés formas:
modelo esponténeo, cirurgico ou por administragdo de agente indutor.

O modelo espontaneo é caracterizado por ndo haver a indugdo de OA pelo
pesquisador. Esse modelo é obtido pelo desenvolvimento da alterac&o articular por
caracteristicas individuais, genéticas e ambientais, em um curso de doencga natural
para a espeécie. Suinos, caes, ovinos, equinos, ratos e cobaias podem desenvolver
OA espontanea. A progressao da doenca nesse modelo pode ser imprevisivel ou sem
possibilidade de pareamento com um controle adequado (LITTLE; ZAKI, 2012).

No modelo cirurgico, € realizado um procedimento com o intuito de induzir
trauma, desestabilizando a articulagdo em estudo. Dentre os procedimentos
utilizados, destacam-se a transecg¢ao do ligamento cruzado e a lesdo meniscal. Uma
possivel desvantagem desse tipo de modelo € o periodo pds-operatério, no qual pode
ser necessaria a utilizagcao de farmacos para controle da dor, que pode variar entre 3
a 10 dias dependendo da metodologia adotada (RAMIREZ et al., 2015).

O modelo por administragdo de agente indutor resulta da aplicagao intra-
articular de substancias que promovem atividade inflamatdria ou traumatismo quimico.
A utilizacao desse tipo de modelo experimental de OA tem por vantagem permitir que
pesquisadores com menor treinamento cirurgico também estudem esse tipo de lesao
(LITTLE; ZAKI, 2012).
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Tanto no modelo experimental de OA cirurgico, como no modelo por
administracdo de agente indutor, € possivel a obtengdo de alteragdes articulares
semelhantes a OA de humanos, como o desenvolvimento de ostedfitos, danos as
superficies cartilaginosas, remodelagem &ssea subcondral e comportamento
associado a dor (CHAPMAN, 2016).

A indugao por administragdo de agente indutor de OA em modelos animais
pode ser realizada pela aplicacao de diferentes substancias, dentre as quais se
destacam o acetato sédico monoiodado, o Zimozan e o adjuvante completo de Freund
(CHAPMAN, 2016).

241 Acetato Sddico Monoiodado

A aplicacdo de acetato sédico monoiodado para a produgao de osteoartrose
em ratos e camundongos é frequente na literatura. A osteoartrose produzida nessa
metodologia permite o estudo de alteragdes anatomopatoldgicas e também de estudo
da dor articular. Guzman e col. (2003) relatam que um dia apés aplicagao é possivel
observar extensas areas de lesGes em condrocitos, que podem envolver toda a
espessura da cartilagem. Apds o dia 7 de aplicagcéo, observou-se intensa inflamagao
sinovial e redugédo da matrix cartilaginosa, sendo que a lesdo continuou a evoluir até
o dia 56, embora tenha sido possivel identificar proliferagao de condrocitos a partir do
dia 14 (GUZMAN et al., 2003).

Existe uma relacdo dose resposta quanto a producdo da osteoartrose.
Guingamp e col. (1997) discorrem que é possivel obter diferentes niveis de
osteoartrose dependendo da dose aplicada, sendo que quanto maior a dose utilizada
maior o grau da osteoartrose, entretanto, nesse trabalho, n&o foi utilizado um sistema
de avaliagao especifico para a analise histopatoldgica, dificultando uma abordagem

mais direcionada a esse parametro.

2.4.2 Zymosan

O Zymosan é um polissacarideo derivado da parede do fungo Saccharomyces
cerevisiae, uma substancia capaz de induzir fenbmenos inflamatérios sistémicos,

muito empregado no estudo de farmacos (RAMOS, 2000).
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A administracdo de Zymosan intra-articular tem a capacidade de induzir
inflamac&o com uma persistente proliferacdo de sindvia e degradagéo da cartilagem,
reproduzindo muitos achados da OA (RAMOS, 2000). Nao ocorre supressao da
atividade mitética da medula 6ssea adjacente a inflamagao e também ha menor efeito
em tecido 6sseo a partir do peridsteo, demonstrando que o0 modelo promove menos
efeitos sistémicos e menor dano ao tecido periarticular (SAMVELYAN, 2020).

A osteoartrite é estabelecida apds quatro dias da administracao intra-articular
de Zymosan, quando utilizado em articulagédo temporomandibular em ratos (CHAVES
et al., 2011). A utilizacao em articulacado do joelho ja foi descrita por outros autores,
como Castano e col. (2007), que realizaram a administragao intra-articular, mas
utilizaram apenas a avaliagdo da circunferéncia da articulagcdo como critério de
deteccao da inflamacao articular. Apesar de ocorrer sinais clinicos de inflamacao
poucas horas apés a administragcao do agente indutor, a OA é detectada por meio de
avaliacdes radiograficas apés um periodo minimo de sete dias, embora seja possivel
observar sinais da doenca em avaliagdo histolégica ja apdés 48 horas da injegcao
articular (RAMOS, 2000).

Apesar da reacgao inflamatoria ser notoéria pelo edema gerado ja poucas horas
apos a injegao intra-articular do Zymosan, a circunferéncia articular se aproxima da
normalidade apds cinco dias, mantendo, no entanto, a disfungdo da articulagéo
visualizada por claudicagdo (CASTANO et al., 2007).

2.4.3 Adjuvante Completo de Freund

A metodologia para a promocgao de OA pela administragao intra-articular de
Adjuvante Completo de Freund ja é conhecida, sendo os registros mais antigos
datados da década de 1960, periodo no qual uma série de trabalhos conduzidos por
Waksman, Pearson e Sharp descrevem as alteragdes clinicas e histologicas
produzidas pela administracdo de ACF em varios tecidos, incluindo a articulacao.

Clinicamente considera-se que a OA induzida pelo adjuvante fica bem
estabelecida em torno de 16 dias apdés a administragdo, mas sinais podem ser
observados a partir de sete dias (RAMOS, 2000).

Existem dois tipos de adjuvantes de Freund, o completo e o incompleto. O
adjuvante incompleto consiste em uma mistura de surfactante e 6leo mineral,

geralmente Arlacel ou Drakeol, ja o adjuvante completo, além da mistura mencionada,
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ainda € composto por Mycobacterium bovis morto em uma concentracdo maxima de
1 mg/mL (MARTINEZ et al., 2017).

Cortes histologicos da regido injetada com o adjuvante sao caracterizados por
reacao inflamatdria formada por leucdcitos polimorfonucleares e linfécitos, com
formacado de pannus, um tecido conjuntivo de origem inflamatéria granular com
vascularizacao. Essa reagao inflamatéria evolui com erosao da cartilagem e do osso
subcondral, levando posteriormente a anquilose (RAMOS, 2000).

Yuce e col. (2020) promovem OA em articulagcdo temporomandibular de ratos
Wistar para avaliar a capacidade protetora de agentes anti-inflamatorios
administrados pela via intra-articular, entretanto, pela caréncia de dados, foi
necessaria a realizacdo de uma analise prévia, para verificar a capacidade de o
adjuvante promover OA. O mesmo estudo afirma que no sétimo dia apds a aplicagao
foi possivel detectar sinais clinicos relacionados a OA e na analise histopatolégica
foram demonstrados infiltrado leucocitario, hiperplasia de membrana sinovial,
aumento da vascularizagédo, edema e deformagéo do disco (YUCE et al., 2020).

A aplicagdo em articulagdo do joelho de ratos Wistar do ACF é capaz de
produzir OA, em doses de 0,05 a 0,1 mg, em administracdo unica (TORRES et al.,
2009). Essa metodologia pode ser utilizada para avaliacdo de tratamentos da OA,
entretanto, n&o existe consenso quanto ao inicio do tratamento ou tempo entre a
administracdo do adjuvante e o sacrificio dos animais. Torres e col. (2009), por
exemplo, realizam a administragao do tratamento sete dias apds a administragao do
adjuvante, ja Helyes e col. (2004) indicam que a OA apresenta evolugao por 21 dias
apdés a aplicacao, iniciando seus estudos apods esse periodo e Gautam e col.
aguardam 21 dias apdés a administracdo para iniciar uma terapia na OA induzida.

Em suinos, o estudo da OA produzida pela administragdo do adjuvante foi
demonstrada por Murayama (2003) na articulagdo temporomandibular, pela injegao
de 0,2 mL da solugédo do adjuvante completo. Nesse estudo, os animais foram
sacrificados apds 21 dias da aplicacao e a avaliagao histopatoldgica comprovou a
inducao da OA.



31

3 MATERIAIS E METODOS
3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foi realizado o estudo histologico das alteragbes osteoarticulares induzidas
pela aplicagao intra-articular de um agente indutor de OA (ACF) em joelho suino. O
ACF é uma solugdo de antigeno emulsionado em 6leo mineral, composto por
microbactérias inativadas e desidratadas.

Foram utilizados 24 suinos da raga Large White pesando entre 25 e 50 kg. Os
animais foram divididos em 3 grupos com 6 animais cada, denominados grupo de
estudo 1, 2, 3. Os outros 6 animais foram divididos em 3 grupos, denominados de
grupo controle 1, 2 e 3. A aplicacao intra-articular do ACF ocorreu em todos os animais
dos grupos de estudo no dia 0 e os grupos controle receberam, no mesmo momento,
NaCl 0,9%. Aos 7 dias apds a aplicagao intra-articular foram sacrificados os animais
dos grupos estudo 1 controle 1. No dia 21 foram sacrificados os animais dos grupos
de estudo 2 e controle 2. Por fim, no dia 35, foram sacrificados os animais dos grupos
de estudo 3 e controle 3. Essa metodologia foi avaliada e aprovada pela Comissao de
Etica em Uso Animal da Universidade Tuiuti do Parana sob o protocolo 042/17. O

cronograma do experimento esta resumido no Quadro 1 a seguir:

QUADRO 1 - CRONOGRAMA DO EXPERIMENTO

Grupo Dia 0 Dia 7 Dia 21 Dia 35
Grupo de Aplicagdo ACF Sacrificio dos
estudo 1 animais
(n=6)
Grupo controle | Aplicagdo de NaCl Sacrificio dos
1 0,9% animais
(n=2)
Grupo de Aplicagdo ACF Sacrificio dos
estudo 2 animais
(n=6)
Grupo controle | Aplicacéo de NaCl Sacrificio dos
2 0,9% animais
(n=2)
Grupo de Aplicagdo ACF Sacrificio dos
estudo 3 animais
(n=6)
Grupo controle | Aplicacdo de NaCl Sacrificio dos
3 0,9% animais
(n=2)
Total de 24 8 8 8
animais

FONTE: O autor (2021).
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Durante o periodo experimental, os animais foram mantidos em baias do
Hospital Fazenda Pé de Serra da Universidade Tuiuti do Parana. As baias foram
forradas com cama de maravalha e a oferta de agua e alimento foi ad libitum. As baias

tém dimensao de 10 m2.

3.2 PROTOCOLO ANESTESICO

Para a administracdo de ACF nos animais dos grupos de estudo e de NaCl
0,9% nos animais dos grupos controle, foi realizada aplicagao intramuscular de
Xilazina 2% na dose de 1,5 mg/kg associada a Cetamina 10% 5 mg/kg. As medica¢des
foram aplicadas em sala de preparo e s6 apos o animal adotar decubito lateral era
conduzido a sala de procedimento.

Na sala de procedimento, a técnica anestésica foi complementada com uma

mascara de isoflurano em dose efeito como demonstrado na Figura 1.

FIGURA 1 — PROCEDIMENTO ANESTESICO GERAL EM SUINOS PREVIAMENTE A
ADMINISTRACAO DO ACF

FONTE: O autor (2021).

3.3 ADMINISTRACAO DO ADJUVANTE COMPLETO DE FREUND

Na sala de procedimento, os animais foram posicionados em decubito lateral
direito. A articulagcao femorotibiopatelar esquerda foi preparada com aplicacao tépica
de alcool 70%, seguido de Clorexidina a 2% e novamente alcool 70%. Apds a

realizacao da antissepsia, 0os animais teste receberam aplicagao intra-articular de ACF
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em um volume total de 1 ou 1 mg de componente ativo. O mesmo procedimento foi
adotado nos animais do grupo controle, que receberam solu¢ao de NaCl 0,9% no lugar
do ACF.

O acesso para administragao intra-articular foi identificado pela palpacao do
fémur distal, tibia proximal e patela, sendo que a administracao foi realizada com a
articulacao em flexdo, na porgao cranial articular, caudal ao ligamento patelar por

acesso medial, como demonstrado na Figura 2.

FIGURA 2 — ADMINISTRACAO INTRA-ARTICULAR DO ACF EM ARTICULAGAO DO JOELHO
ESQUERDO DE SUINO

FONTE: O autor (2021).

Apods a administragao intra-articular, os animais foram mantidos em baia de

recuperacao até que retornassem a estacgao.

3.4 SACRIFICIO DOS ANIMAIS

Os grupos estudo e controle foram sacrificados em diferentes tempos apés a
administracao intra-articular, sendo o GE1 e GC1 em 7 dias, GE2 e GC 2 em 21 e
GE3 e GC3 em 35. O sacrificio dos animais foi realizado com a administragéo
intravenosa de Propofol em dose efeito seguido de cloreto de potassio 19,1%, num
volume total de 20 mL, como demonstrado na Figuras 3. Durante esse procedimento,
0os animais tiveram o eletrocardiograma monitorado com monitor multiparamétrico
InMax Vet. Comprovou-se o 6bito do animal por apresentagao de apneia sustentada
superior a 5 minutos e manutencao de assistolia, comprovada por onda isoelétrica

pelo mesmo periodo de tempo.
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FIGURA 3 — ADMINSTRAGAO DE KCL 19,1% EM ACESSO DE VEIA MARGINAL
AURICULAR EM SUINO

FONTE: O autor (2021).

3.5 PREPARO DAS PECAS ANATOMICAS E LAMINAS PARA AVALIACAO
HISTOPATOLOGICA

Apos o 6bito dos animais, foi realizada a desarticulagao da cabeca femoral de
sua insercao acetabular e o membro esquerdo foi levado a sala de preparo de pecas
anatbmicas. A articulacdo foi preparada por remocao de tecidos adjacentes a
articulagao e secgao 6ssea distal em fémur e proximal em tibia. Durante o processo
de preparo da peca, a articulagdo nao foi invadida.

A articulagdo foi mantida em extensdo com o uso de arames antes da sua

fixacdo em formol 10%, como demonstrado nas Figuras 4 e 5.

FIGURA 4 — PECA ANATOMICA DE ARTI‘CULACAO DO JOELHO SUINO PREPARADA EM
EXTENSAO PREVIAMENTE A CONSERVACAO COM FORMOL 10%

FONTE: O autor (2021).
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FIGURA 5 — PECA ANATOMICA DE ARTICULACAO FEMOROTIBIOPATELAR DE SUINO
CONSERVADA EM FORMOL 10%

FONTE: O autor (2021).

As amostras de articulacdo do joelho foram mantidas em solugéo fixadora e
descalcificante de formol 10% associada ao acido férmico 5% por 22 meses, a qual
era trocada a cada 20 dias. Apds completa descalcificagdo, as amostras foram
submetidas ao processamento de rotina para histopatologia. Os cortes histolégicos
seriados de 5 ym foram corados pelas técnicas de Hematoxilina-Eosina (coloragao
universal) e Tricrémico de Mallory (coloragao para tecido conjuntivo fibroso).

3.6 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

A avaliagcéo histopatologica consistiu na observagao e pontuacao de lesbes
associadas a inflamacgao, sindvia, cartilagem e condrécitos, seguindo a metodologia

proposta por Ostegaard e col. (1997), como demonstrado no Quadro 2.
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QUADRO 2 — CRITERIOS COM RESPECTIVA PONTUACAO DA AVALIACAO HISTOPATOLOGICA

Inflamagao

Abscessos

Neutrofilos

Linfocitos e plasmacitos

Células gigantes multinucleadas

Neovasos jovem/maduro

(OB W N (=

Tecido conjuntivo fibroso jovem/maduro
Total 21
Sindvia

Edema

Hipertrofia vilosa

Hipertrofia/hiperplasia de sinovidcitos

Sinoviocitos vacuolizados

Sindvia recobrindo cartilagem

Auséncia de sindvia

~N (O[O AW N (=

Pannus (fibrovascular)
Total

N
o

Cartilagem

Edema

Erosao

Fibrilacdo

Ulcera superficial

Ulcera profunda

Auséncia de cartilagem

Hipercelularidade (superficial/intermediaria)

Hipercelularidade (média/profunda)

Perda da basofilia

O |© [0 [N O |0 |~ (W IN |=

—_

Flap
Total

[6)]
[&)]

Condrécitos

Grupos iségenos superficial/intermediario

Grupos iségenos meédio/profundo

Condrécito colunar

Total
FONTE: Modificado de Ostergaard et al. (1997

O (W N =

A avaliagao é dividida em quatro critérios, sendo eles inflamagao, sindvia,
cartilagem e condrdcitos. No critério inflamacéo, seis parametros, que totalizavam 21
pontos, foram avaliados: presenga de abcesso, infiltragdo de neutrofilos, linfocitos e

plasmdcitos, presenga de células gigante multinucleada, formagdo de
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neovascularizagao (jovem ou maduro), presenga de tecido conjuntivo fibroso (jovem
ou maduro).

Na sindvia, sete parametros foram avaliados, com maximo de 28 pontos:
presenca de edema, hipertrofia vilosa, hipertrofia ou hiperplasia de sinovidcitos,
vacuolizagdo de sinoviocitos, presenga de sindvia recobrindo cartilagem, auséncia de
sindvia e presenca de pannus.

Com relagao a cartilagem, dez parametros foram avaliados: produgédo de
edema, presencga de erosdo da cartilagem, fibrilagdo, presenca de lesao ulcerativa
(dividida em superficial e profunda), regides de auséncia de cartilagem,
hipercelularidade (dividida em superficial, intermediaria, média e profunda), perda de
basofilia e presenca de flap. O somatério das lesdes observadas na cartilagem poderia
chagar ao total de 55.

Na avaliacdo de condrdcitos, foi avaliada a presenga de grupos iségenos ou
cluster, sendo dividido em 1 a 2 por campo, 3 a 4 por campo, 5 ou mais por campo e

presencga de condrdcitos colunares, podendo chegar a um total de 10.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Foram utilizados os aplicativos PAST 4.04 e IBM SPSS Statistics 25 para os
estudos estatisticos. Os graficos foram gerados com os aplicativos Power Bi Desktop,
Excel, PAST 4.04 e IBM SPSS Statistics 25.

A avaliagdo comparativa entre os grupos de estudo 1, 2 e 3 e seus respectivos
controles foi realizada por meio de teste ndo paramétrico de Mann-Whitney,
considerando a significancia de 5%.

Para verificacdo da influéncia das aplicagdes intra-articulares entre as
distribuicées dos indices de inflamagao, sindvia, cartilagem e condrécitos, foi utilizado
o teste de Kruskal-Wallis. Em seguida, empregado o teste post hoc de Dunn e a

corregao de Bonferroni.



38

4 RESULTADOS

Na avaliagdo 8 horas apds a administragao intra-articular do ACF, todos os
animais teste apresentaram claudicacao, o que nao foi observado nos animais dos
grupos controle.

Outros sinais clinicos apresentados em alguns animais dos grupos de estudo
1, 2 e 3 foram diarreia e tosse, sendo a quantidade de animais que apresentaram tais

sinais representada no Quadro 3.

QUADRO 3 — QUANTIDADE DE ANIMAIS QUE APRESENTARAM SINAIS SISTEMICOS NAS
PRIMEIRAS 72 HORAS APOS A ADMINISTRACAO DO ACF

GRUPO TOSSE | DIARREIA
GRUPO 1 (N=6) 2
GRUPO 2 (N=6) 3
GRUPO 3 (N=6) 3

CONTROLE 0
FONTE: O autor (2021).

6
6
6
0

A tosse e a diarreia persistiram por um periodo de 72 horas, enquanto que a
claudicagao foi um sinal persistente em todos os animais dos grupos de estudo 1,2 e
3 até o momento do sacrificio. Nao foram registradas essas alteragdes nos animais
dos grupos controle.

N&o houve alteragdo da ingesta alimentar ou hidrica em nenhum dos grupos.

4.1 ALTERACOES HISTOPATOLOGICAS ENCONTRADAS

Na avaliagcao histopatoldégica dos tecidos articulares do joelho esquerdo dos
animais dos grupos de estudo 1, 2 e 3 foram constatadas varias alteragbes
inflamatadrias, sinoviais e de cartilagem, mas as altera¢gdes dos condrocitos foram
menos frequentes.

A Figura 6 apresenta as alteragbes histopatoldgicas encontradas com maior
frequéncia na avaliagdo dos grupos de estudo 1, 2 e 3 no que diz respeito a

inflamacao.
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FIGURA 6 — ALTERAGOES HISTOPATOLOGICAS ENCONTRADAS NAS AVALIACOES DOS
GRUPOS

Figura 6. Alteracdes histopatologicas encontradas na avaliacdo de laminas de articulacao do joelho de
suinos da raca Large White inoculada com ACF. A. Lamina produzida a partir da amostra do animal
G1JA1, observa-se presenca de miosite subaguda, infiltragcao linfoplasmocitaria e neutrofilica (LPN) —
coloracéo HE, objetiva de 10x. B. Animal G1JA3, nota-se abscesso com presencga de célula gigante
multinucleada (seta branca) — coloragao HE, objetiva de 40x. C. Animal G1JA5, ha presenca de sinovite
abscedante com necrose e calcificagao — coloragao HE, objetiva de 4x. D. Animal G2JA6, presenca de
reacdo inflamatdria recidivante e pannus fibrovascular com presenga de neovascularizagédo jovem (seta
vermelha) — coloragéo Mallory, objetiva de 10x.

Dentre as alteragdes sinoviais possiveis, as mais frequentes foram o pannus, a
hipertrofia vilosa e hiperplasia de sinoviécitos.
A Figura 7 a seguir demonstra alteragdes comuns encontradas na avaliagéo do

critério sindvia, como a hipertrofia vilosa e o pannus.
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FIGURA 7 - ALTERA(;C)ES HISTOPATOLOGICAS EM SINOVIA ENCONTRADAS NAS
AVALIACOES DOS GRUPOS

o ’ . ¢ i . I B a

Figura 7. A. Lamina produzida a partir da pe¢a anatdmica animal G1JA3, observa-se hipertrofia vilosa
da sindvia e presenga de pannus recobrindo a cartilagem — coloragéo Mallory, objetiva de 4 x. B. Lamina
produzida a partir da amostra do animal G2JA4, é possivel observar hipertrofia vilosa da sinévia com
presenga de pannus, existe ainda fibrilagao da cartilagem (setas brancas) — colora¢do Mallory, objetiva
de 10x.

As alteragdes pontuadas no critério cartilagem mais presentes foram edema,
fibrilacdo, erosao e hipercelularidade. Foi possivel observar flap em um animal, mas
alteragdes mais importantes na cartilagem nao ocorreram. A formacao ulcerativa foi
superficial, sem exposi¢cao de osso subcondral.

A Figura 8 exemplifica as alteragdes encontradas na avaliagéo histopatologica

das amostras de articulagcédo do joelho dos suinos estudados.
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FIGURA 8 — ALTERAQC")ES HISTOPATOLOGICAS EM CARTILAGEM ENCONTRADAS NAS
AVALIACOES DOS GRUPOS

Figura 8. Fotografia de laminas histoldgicas obtidas nas avaliagées dos grupos em estudo. A. Animal
G2JA2, presenga de Ulcera e erosdo destacadas pelas setas brancas, nota-se hipercelularidade da
cartilagem — coloragédo HE, objetiva de 10x. B. Animal G3JA1, é possivel observar flap da cartilagem
destacada pelas setas vermelhas — coloracao Mallory, objetiva de 40x.

As alteragdes em condrocitos foram as menos frequentes, limitando-se a
observagéo de grupos iségenos de condrocitos de 1 a 2 por campo e ocorréncia de
condrécitos colunares.

A Figura 9 representa os grupos iségenos observados na pontuagao do critério

condradcitos.

FIGURA 9 — ALTERAGOES HISTOPATOLOGICAS EM CONDROCITOS ENCONTRADAS NAS
AVALIACOES DOS GRUPOS
%

A\

Figura 9. Laminas histopatolégicas obtidas das amostras dos animais em estudo para avaliagdo de
grupos iségenos de condrdcitos. A. Animal G3JA2, é possivel observar condrécitos iségenos em arranjo
colunar, destacado pelas setas brancas — coloragdo Mallory, objetiva de 40x. B. Animal G2JA4,
presenga de condrdcitos em grupos iségenos, destacado pela seta vermelha.
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4.2 PONTUACAO DAS ALTERACOES INFLAMATORIAS

O processo inflamatério foi avaliado pela observacdo de seis parametros:
abcesso, neovascularizagao, presenca de tecido fibroso, presenga de neutrdfilos,
presenca de linfocitos e presenga de células gigantes multinucleadas.

A Tabela 1 demonstra a avaliagado das alteragdes, com a devida pontuacéo
obtida, no critério inflamagao, dos tecidos articulares obtidos dos joelhos esquerdos
dos seis animais do grupo de estudo 1 e nos 2 animais do grupo controle 1, assim
como a devida analise estatistica. O peso médio dos animais do GE1 e GC1 foi de
35,8 + 2,8 kg.

TABELA 1 — PONTUACAO POR MEIO DO ESCORE DE OSTERGAARD DO CRITERIO
INFLAMACAO PARA CADA UM DOS JOELHOS ESQUERDOS DOS ANIMAIS DO GE1
(A1 A AB) E GC1 (A1 E A2) DE ACORDO COM A ANALISE HISTOLOGICA. ESTA
TAMBEM EXPRESSO O VALOR P DA COMPARAGCAO ENTRE O GRUPO DE ESTUDO
1 E O GRUPO CONTROLE 1 CALCULADO PELO TESTE NAO PARAMETRICO DE
MANN-WHITNEY

Alteracoes GE1A1 GE1A2 GE1A3 GE1A4 GE1A5 GE1A6 GC1A1 GC1A2
Abcesso 1 1 1 1 1 1 0 0
Neovaso 2 2 2 2 2 2 0 0
Fibrose 3 3 3 3 3 3 0 0
Neutrofilos 4 4 4 4 4 4 0 0
Linfécitos 5 S 5 5 5 5 0 0
Células Gigantes 6 6 6 6 0 0 0 0
Multinucleadas

Somatério 21 21 21 21 15 15 0 0
Valor de p 0,03

FONTE: O autor (2021).

Todos os joelhos esquerdos dos animais do grupo de estudo 1 apresentaram
alteracdes dentro das categorias de avaliagdo do critério inflamacao. Apenas as
amostras do GE1 A5 e A6 nao apresentaram células gigantes multinucleadas. Os
joelhos obtidos dos animais do grupo controle 1 n&o apresentaram alteragbes nas
avaliacgdes histologicas.

A comparagao entre os grupos de estudo 1 e controle 1 realizada por meio da
analise ndo paramétrica de Mann-Whitney resultou em U=0, p=0,03. Portanto, existe
diferenca estatistica significativa entre eles nos critérios avaliados em relagdo a
inflamacao.

A Tabela 2 demonstra a avaliagado das alteragcbes, com a devida pontuagao

obtida no critério inflamacgéao, dos tecidos articulares obtidos dos joelhos esquerdos
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dos 6 animais do grupo de estudo 2 e nos 2 animais do grupo controle 2, assim como
a devida analise estatistica. O peso médio dos animais do GE2 e GC2 foi de 37,7
4,8 kg.

TABELA 2 — PONTUACAO POR MEIO DO ESCORE DE OSTERGAARD DO CRITERIO
INFLAMACAO PARA CADA UM DOS JOELHOS ESQUERDOS DOS ANIMAIS DO GE2
(A1 A AB) E GC2 (A1 E A2) DE ACORDO COM A ANALISE HISTOLOGICA. ESTA
TAMBEM EXPRESSO O VALOR P DA COMPARACAO ENTRE O GRUPO DE ESTUDO
2 E O GRUPO CONTROLE 2 CALCULADO PELO TESTE NAO PARAMETRICO DE
MANN-WHITNEY.

Alteragdes GE2A1 GE2A2 GE2A3 GE2A4 GE2A5 GE2A6 GC2A1 GC2A2
Abcesso 1 1 1 1 1 1 0 0
Neovaso 2 2 2 2 2 2 0 0
Fibrose 3 3 3 3 3 3 0 0
Neutrofilos 4 4 4 4 4 4 0 0
Linfécitos S 5 5 5 5 5 0 0
Células Gigantes 6 6 6 6 6 6 0 0
Multinucleadas

Somatdrio 21 21 21 21 21 21 0 0
Valor de p <0,01

FONTE: O autor (2021).

Todos os joelhos esquerdos dos animais do grupo de estudo 2 apresentaram
todas as alteragbes possiveis na avaliagao histolégica, enquanto que nao foram
encontradas alteragbes nos joelhos esquerdos dos animais do grupo controle 2. O
grupo de estudo 2 difere significativamente do grupo controle 2 (U=0, p=0,008).

A Tabela 3 demonstra a avaliagdo das alteragcbes, com a devida pontuacao
obtida no critério inflamagéao, dos tecidos articulares obtidos dos joelhos esquerdos
dos 6 animais do grupo de estudo 3 e nos 2 animais do grupo controle 3, assim como

a devida analise estatistica. O peso médio dos animais do GE3 e GC3 foi de 45 + 4,3

kg.
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TABELA 3 — PONTUACAO POR MEIO DO ESCORE DE OSTERGAARD DO CRITERIO
INFLAMACAO PARA CADA UM DOS JOELHOS ESQUERDOS DOS ANIMAIS DO
GE3 (A1 AAB)E GC3 (A1 E A2) DE ACORDO COM A ANALISE HISTOLOGICA. ESTA
TAMBEM EXPRESSO O VALOR P DA COMPARACAO ENTRE O GRUPO DE
ESTUDO 3 E O GRUPO CONTROLE 3 CALCULADO PELO TESTE NAO
PARAMETRICO DE MANN-WHITNEY

Alteracdes GE3A1 GE3A2 GE3A3 GE3A4 GE3A5 GE3A6 GC3A1 GC3A2
Abcesso 1 1 1 0 1 1 0 0
Neovaso 0 2 2 0 2 2 0 0
Fibrose 3 3 3 3 3 3 0 0
Neutrofilos 0 4 4 0 4 4 0 0
Linfocitos S 5 0 5 5 5 0 0
Células Gigantes 6 6 0 6 6 0 0 0
Multinucleadas

Somatadrio 14 20 9 14 20 14 0 0
Valor de p 0,04

FONTE: O autor (2021).

Os joelhos esquerdos dos animais do GE3 apresentaram a maior dispersao de
resultados das alteracdes inflamatdrias, apesar de ainda assim serem frequentes. No
GE3, 5 joelhos apresentaram abscesso (A1, A2, A3, A5 e A6), 4 possuiam
neovascularizagao (A2, A3, A5 e A6), nos 6 havia presencga de fibrose, em 4 presenga
de neutrofilos (A2, A3, A5 e AB), em 5 presenga de linfocitos (A1, A2, A4, JAS e A6) e
em 4 presencga de células gigantes multinucleadas (A1, A2, A4 e A5). Nenhuma
alteracao histoldgica do critério inflamacgao foi observada nos joelhos dos animais do
grupo controle 3.

Na avaliacao estatistica pelo teste de Mann-Whitney, o grupo de estudo 3 ainda
diferiu do grupo controle 3 (U=0, p=0,04).

O Grafico 1 representa a comparagao entre os grupos de estudo 1, 2 e 3 e seus

respectivos grupos controle.
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GRAFICO 1 - REPRESENTACAO QRAFICA DA COMPARAGCAO ESTATISTICA DO
CRITERIO INFLAMACAO ENTRE OS GRUPOS DE ESTUDO 1,2E 3 E
SEUS RESPECTIVOS GRUPOS CONTROLE
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FONTE: O autor (2021).

4.3 PONTUACAO DAS ALTERACOES SINOVIAIS

A avaliagao histolégica da sindvia inclui sete parametros, com escore maximo
de 28 pontos. Os parametros considerados foram: edema, hipertrofia vilosa,
hiperplasia de sinovidcitos, vacualizagdo de sinoviocitos, presenca de sindvia
recobrindo a cartilagem, a auséncia da sindvia e a presencga de pannus, um tipo de
tecido conjuntivo de origem inflamatéria com presencga de vascularizagao.

A Tabela 4 demonstra a avaliagdo das alteragcbes, com a devida pontuacao
obtida no critério sindvia, dos tecidos articulares obtidos dos joelhos esquerdos dos 6
animais do grupo de estudo 1 e nos 2 animais do grupo controle 1, assim como a

devida analise estatistica.

TABELA 4 — PONTUAGAO POR MEIO DO ESCORE DE OSTERGAARD DO CRITERIO SINOVIA
PARA CADA UM DOS JOELHOS ESQUERDOS DOS ANIMAIS DO GE1 (A1 A A6) E
GC1 (A1 E A2) DE ACORDO COM A ANALISE HISTOLOGICA. ESTA TAMBEM
EXPRESSO O VALOR P DA COMPARAGCAO ENTRE O GRUPO DE ESTUDO 1 E O
GRUPO CONTROLE 1 CALCULADO PELO TESTE NAO PARAMETRICO DE MANN-

WHITNEY
Alteracoes GE1A1 GE1A2 GE1A3 GE1A4 GE1A5 GE1A6 GC1A1 GC1A2
Edema 1 1 1 1 1 1 1 1
Hipertrofia Vilosa 2 2 2 2 2 2 2 2

Hiperplasia de

L 3 3 3 3 3 3 0 0
sinoviocitos
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Vacuolizagao de

S 0 0 0 0 0 0 0 0
sinoviocitos
Cobertura de
cartilagem pela 5 0 5 5 5 0 0 0
sindvia
Auséncia de 0 0 0 0 0 0 0 0
sindvia
Pannus 0 0 7 7 7 7 0 0
Somatério 11 6 18 18 18 13 3 3
Valor de p 0,04

FONTE: O autor (2021).

Na avaliagao histopatolégica da sindvia, foram observados edema, hipertrofia
vilosa e hiperplasia de sinoviécitos em todos joelhos dos animais do grupo de estudo
1. Além disso, o grupo de estudo 1 ainda apresentou 4 animais com cobertura de
cartilagem pela sindvia (A1, A3, A4 e A5) e 4 com presenga de pannus (A3, A4, A5 e
AB). Porém, foram observados edema e hipertrofia vilosa nos joelhos dos 2 animais
do grupo controle 1.

A analise estatistica demonstra diferenca significativa entre o GE1 e o GCA1
(U=0, p=0,04).

A Tabela 5 demonstra a avaliagado das alteragcbes, com a devida pontuagao
obtida no critério sindvia, dos tecidos articulares obtidos dos joelhos esquerdos dos 6
animais do grupo de estudo 2 e nos 2 animais do grupo controle 2, com a respectiva

analise estatistica.

TABELA 5 — PONTUACAO POR MEIO DO ESCORE DE OSTERGAARD DO CRITERIO SINOVIA
PARA CADA UM DOS JOELHOS DOS ANIMAIS DO GE2 (A1 A A6) E GC2 (A1 E A2)
DE ACORDO COM A ANALISE HISTOLOGICA. ESTA TAMBEM EXPRESSO O VALOR
P DA COMPARACAO ENTRE O GRUPO DE ESTUDO 2 E O GRUPO CONTROLE 2
CALCULADO PELO TESTE NAO PARAMETRICO DE MANN-WHITNEY

Alteracoes GE2A1 GE2A2 GE2A3 GE2A4 GE2A5 GE2A6 GC2A1 GC2A2
Edema 0 1 1 1 0 0 0 0
Hipertrofia Vilosa 2 2 2 2 2 2 2 0
Hiperplasia de 3 3 3 3 3 3 0 0
sinoviocitos

Vacuolizaggo de 4 4 0 4 4 4 0 0
sinoviocitos

Cobertura de

cartilagem pela 5 0 5 0 5 5 0 0

sindvia
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Auséncia de

sinbvia 0 0 0 0 0 0 0 0
Pannus 7 7 7 7 7 7 0 0
Somatério 21 17 18 17 21 21 2 0
Valor de p 0,04

FONTE: O autor (2021).

Na avaliagao histologica dos joelhos esquerdos dos animais do grupo de estudo
2, foi possivel observar edema nas amostras de A2, A3 e A3, vacuolizacdo de
sinovidcitos em todos os joelhos avaliados, exceto em A3, e cobertura da cartilagem
pela sindvia em 4 joelhos (A1, A3, A5 e A6). Todos os joelhos esquerdos dos 6 animais
do grupo de estudo 2 apresentaram hipertrofia vilosa, hiperplasia de sinovidcitos e
pannus. No grupo controle 2, apenas A1 apresentou hipertrofia vilosa, mas outras
alteragdes nao foram observadas.

A analise estatistica demonstrou diferenga significativa entre as medianas do
GE2 e 0 GC2 (U=0, p=0,04).

A Tabela 6 demonstra a avaliagado das alteragcbes, com a devida pontuagao
obtida no critério sindvia, dos tecidos articulares obtidos dos joelhos esquerdos dos 6
animais do grupo de estudo 3 e nos 2 animais do grupo controle 3, com a respectiva

analise estatistica.

TABELA 6 — PONTUACAO POR MEIO DO ESCORE DE OSTERGAARD DO CRITERIO SINOVIA
PARA CADA UM DOS JOELHOS ESQUERDOS DOS ANIMAIS DO GE3 (A1 A A6) E
GC3 (A1 E A2) DE ACORDO COM A ANALISE HISTOLOGICA. ESTA TAMBEM
EXPRESSO O VALOR DE P DA COMPARACAO ENTRE O GRUPO DE ESTUDO 3 E
O GRUPO CONTROLE 3 CALCULADO PELO TESTE NAO PARAMETRICO DE MANN-

WHITNEY
Alteragoes GE3A1 GE3A2 GE3A3 GE3A4 GE3A5 GE3A6 GC3A1 GC3A2
Edema 0 0 0 0 1 0 0 0
Hipertrofia Vilosa 2 0 2 0 2 2 0 0
Hiperplasia de 3 0 0 0 3 0 0 0
sinoviocitos
Vacuolizagao de 0 0 0 0 0 0 0 0
sinoviocitos
Cobertura de
cartilagem pela 0 0 5 0 5 5 0 0
sindvia
Auséncia de 0 0 0 0 0 0 0 0
sindvia

Pannus 0 0 7 7 0 7 0 0
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Somatadrio 5 0 14 7 1 14 0 0
Valor de p 0,08

FONTE: O autor (2021).

Na avaliagao histopatolégica do joelho esquerdo dos animais do grupo de
estudo 3, do critério sindvia, foram observadas alteragbes em menor frequéncia.
Apenas joelho (GE3JAS) apresentou edema, em 4 observou-se hipertrofia vilosa
(GE3JA1, GE3JA3, GE3JA5 e GE3JAG), 2 hiperplasia de sinoviécitos (GE3JA1 e
GE3JAS), 3 apresentaram cobertura da cartilagem pela sinévia (GE3JA3, GE3JAS e
GE3JAG6) e em outros 3 pannus (GE3JA3, GE3JA4 e GE3JAG). Nao foram observadas
vacuolizagao de sinoviécitos ou auséncia de sindvia nesse grupo. O grupo controle 3
nao apresentou nenhuma alteragao.

N&o foi observada diferencga estatistica entre o GE3 e o GC3 (U=0, p=0,08).

GRAFICO 2 — REPRESENTACAO DA COMPARACAO DO CRITERIO SINOVIA
ENTRE OS GRUPOS DE ESTUDO 1, 2 E 3 E SEUS RESPECTIVOS
GRUPOS CONTROLE
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FONTE: O autor (2021).

4.4 PONTUACAO DAS ALTERACOES DE CARTILAGEM

No critério cartilagem, foram considerados 10 parametros ou lesdes possiveis:
edema, erosao, fibrilacdo, ulcera (superficial e profunda), auséncia de cartilagem,

hipercelularidade (moderada e intensa), perda de basofilia e presencga de flap.
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A Tabela 7 apresenta a avaliagao e a pontuagao do critério cartilagem no grupo
estudo 1 e grupo controle 1. Também é apresentada a avaliagéo estatistica realizada

ao nivel de significancia de 5%.

TABELA 7 — PONTUACAO POR MEIO DO ESCORE DE OSTERGAARD DO CRITERIO
CARTILAGEM PARA CADA UM DOS JOELHOS ESQUERDOS DOS ANIMAIS DO GE1
(A1 A AB) E GC1 (A1 E A2) DE ACORDO COM A ANALISE HISTOLOGICA. ESTA
TAMBEM EXPRESSO O VALOR P DA COMPARACAO ENTRE O GRUPO DE ESTUDO
1 E O GRUPO CONTROLE 1 CALCULADO PELO TESTE NAO PARAMETRICO DE
MANN-WHITNEY

Alteragoes GE1A1 GE1A2 GE1A3 GE1A4 GE1A5 GE1A6 GC1A1 GC1A2
Edema 1 1 1 1 1 1 1 1
Eroséo 2 2 2 0 2 2 2 2
Fibrilagdo 0 0 0 0 0 0 0 0
Ulcera superficial 0 0 0 0 4 0 0 0
Ulcera profunda 0 0 0 0 0 0 0 0
@:rstﬁ:g;amde 0 0 0 0 0 0 0 0
ng;gfﬁeg;gf‘”dade 7 7 7 0 0 7 0 0
Jpeeliaiae g oo 0 o o 0 0
Perda de Basofilia 9

Flap

Somatorio 27 19 19 10 16 19 3

Valor de p 0,04

FONTE: O autor (2021).

Na avaliacao histolégica do joelho esquerdo dos animais do grupo de estudo 1,
no critério cartilagem, foi possivel observar edema em todas as amostras. Dos 6
joelhos esquerdos obtidos de animais do grupo estudo 1, 5 apresentaram eroséao (A1,
A2, A3, A5 e A6), apenas 1 apresentou ulcera superficial (A5), 4 apresentaram
hipercelularidade (A1, A2, A3 e A6) e em todos havia perda de basofilia.

Em ambos os joelhos esquerdos obtidos de animais do grupo controle 1 foi
possivel observar edema e erosdo. Apesar das lesdes do grupo controle, existe
diferenca significativa na comparacgao entre o grupo de estudo 1 e o grupo controle 1
(p=0,04).

A Tabela 8 demonstra a avaliagdo das alteracbes, com a devida pontuacao

obtida no critério cartilagem, dos tecidos articulares obtidos dos joelhos esquerdos dos
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6 animais do grupo de estudo 2 e dos 2 animais do grupo controle 2, assim como a

devida analise estatistica.

TABELA 8 — PONTUACAO POR MEIO DO ESCORE DE OSTERGAARD DO CRITERIO
CARTILAGEM PARA CADA UM DOS JOELHOS ESQUERDOS DOS ANIMAIS DO GE2
(A1 A A6) E GC2 (A1 E A2) DE ACORDO COM A ANALISE HISTOLOGICA. ESTA
TAMBEM EXPRESSO O VALOR P DA COMPARACAO ENTRE O GRUPO DE ESTUDO
2 E O GRUPO CONTROLE 2 CALCULADO PELO TESTE NAO PARAMETRICO DE
MANN-WHITNEY

Alteracdes GE2A1 GE2A2 GE2A3 GE2A4 GE2A5 GE2A6 GC2A1 GC2A2
Edema 1 1 1 1 1 1 0 0
Eroséo 2 2 2 2 2 0 0 0
Fibrilagao 3 3 3 3 0 3 3 3
Ulcera superficial 0 4 4 4 0 0 0 0
Ulcera profunda 0 5 0 0 0 0 0 0
?:rstﬁ:gcéamde 0 0 0 0 0 0 0 0
Qeewsmixe o o 77 7 7 0 o
Gpeewsmdxe o o 0 0 0 0 0 o
Perda de Basofilia 0 0 9 9 0 9 0 0
Flap 0 10 0

Somatorio 6 25 26 26 10 20 3 3
Valor de p 0,042

FONTE: O autor (2021).

A avaliagao histolégica dos tecidos obtidos do joelho esquerdo dos animais do
grupo de estudo 2 demonstrou edema em todas as amostras e em 5 erosao (exceto
JAG). Foram observados fibrilagdo em 5 amostras (A1, A2, A3, A4 e AB6), ulcera
superficial em 3 (A2, A3 e A4) e em 1 ulcera profunda (A2). A hipercelularidade foi
constatada em 4 amostras (A3, A4, A5 e AB), perda de basofilia em 3 (A3, A4 e A6) e
foi observado flap em 1 (A2).

No grupo controle 2, ambos os animais apresentaram fibrilagdo, mas outras
alteragdes nao foram observadas.

Ao nivel de significancia de 5% existe diferenga estatistica entre o grupo de
estudo 2 e o grupo controle 2 (U=0, p=0,042).

A Tabela 9 demonstra a avaliagao das alteracbes, com a devida pontuagao

obtida no critério cartilagem, dos tecidos articulares obtidos dos joelhos esquerdos dos
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6 animais do grupo de estudo 1 e dos 2 animais do grupo controle 1, assim como a

devida analise estatistica.

TABELA 9 — PONTUACAO POR MEIO DO ESCORE DE OSTERGAARD DO CRITERIO
CARTILAGEM PARA CADA UM DOS JOELHOS ESQUERDOS DOS ANIMAIS DO GE3
(A1 A A6) E GC3 (A1 E A2) DE ACORDO COM A ANALISE HISTOLOGICA. ESTA
TAMBEM EXPRESSO O VALOR P DA COMPARACAO ENTRE O GRUPO DE ESTUDO
3 E O GRUPO CONTROLE 3 CALCULADO PELO TESTE NAO PARAMETRICO DE
MANN-WHITNEY

Alteracdes GE3A1 GE3A2 GE3A3 GE3A4 GE3A5 GE3A6 GC3A1 GC3A2
Edema 1 0 0 1 1 0 0 0
Eroséo 2 0 2 0 2 0 0 0
Fibrilagao 3 0 0 3 0 3 3 3
Ulcera superficial 0 0 0 0 0 0 0 0
Ulcera profunda 0 0 0 0 0 0 0 0
?:rstﬁ:gcéamde 0 0 0 0 0 0 0 0
Qeewsmcxe ;77 o o 7 0 o
Gpeeusmdxe 5 o 8 0 0 0 0 o
Perda de Basofilia 0 0 0 0 9 0 0 0
Flap 10 0 10 0

Somatorio 31 7 17 4 22 10 3 3
Valor de p 0,04

FONTE: O autor (2021).

Foi possivel observar edema na avaliagao histologica do joelho esquerdo dos
animais do grupo de estudo 3 em 3 amostras (A1, A4 e A5), erosdao em 3 (A1, A3 e
A5) e fibrilagcdo também em 3 (A1, A4 e A6). Nao foram observadas ulceragbes. A
hipercelularidade foi observada em 4 amostras (A1, A2, A3 e A6) e a perda de basofilia
em apenas 1 (A5). Foi possivel observar flap em duas amostras (A1 e A5).

No grupo controle 3, foram observadas fibrilagdo em ambos os animais. Nao
foram observadas outras lesdes nesse critério no grupo.

A comparagao entre os grupos permitiu encontrar uma diferenca estatistica
significativa ao nivel de 5% (U=0, p=0,04).

O Grafico 3 representa a disperséo dos resultados pela mediana dos grupos de

estudo 1, 2 e 3 e de seus respectivos grupos controles 1, 2 e 3.
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GRAFICO 3 — REPRESENTAGAO GRAFICA DA COMPARAGAO DO CRITERIO
CARTILAGEM ENTRE OS GRUPOS DE ESTUDO 1, 2 E 3 E SEUS
RESPECTIVOS GRUPOS CONTROLE
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FONTE; O autor (2021).

4.5 PONTUACAO DAS ALTERAGCOES EM CONDROCITOS

Na avaliagao de condrdcitos, foi utilizada como parametro para formulagao do
escore a existéncia de grupos isdégenos, condrocitos com mesma origem celular
agrupados associados a produgao de matriz extracelular.

A Tabela 10 demonstra a avaliacéo das alteragcdes, com a devida pontuagao
obtida no critério condrocitos, dos tecidos articulares obtidos dos joelhos esquerdos
dos 6 animais do grupo de estudo 1 e nos 2 animais do grupo controle 1, assim como

a devida analise estatistica.

TABELA 10 — PONTUACAO POR MEIO DO ESCORE DE OSTERGAARD DO CRITERIO
CONDROCITOS PARA CADA UM DOS JOELHOS ESQUERDOS DOS ANIMAIS DO
GE1 (A1 A A6) E GC1 (A1 E A2) DE ACORDO COM A ANALISE HISTOLOGICA. ESTA
TAMBEM EXPRESSO O VALOR P DA COMPARAGAO ENTRE O GRUPO DE ESTUDO
1 E O GRUPO CONTROLE 1 CALCULADO PELO TESTE NAO PARAMETRICO DE
MANN-WHITNEY
Grupos iségenos GE1A1 GE1A2 GE1A3 GE1A4 GE1A5 GE1A6 GCA1 GCA2

1 a2 por campo 1 0 0 0 0 0 0 0
3 a 4 por campo 0 0 0 0 0 0 0 0
5 ou mais por 0 0 0 0 0 0 0 0
campo

Condrécito colunar 0 0 0 0 0 0 0 0
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Somatadrio 1 0 0 0 0 0 0 0
Valor de p 0,56

FONTE: O autor (2021).

No grupo de estudo 1, apenas um animal apresentou grupos iségenos de
condrécitos, entre 1 a 2 por campo. No grupo controle 1 ndo houve identificacado de
grupos iségenos.

Nao ha diferenga significativa entre o grupo de estudo 1 e o grupo controle 1
ao nivel de 5% (U=0, p=0,56).

A Tabela 11 demonstra a avaliacdo das alteracdes, com a devida pontuagao
obtida no critério condrécitos, dos tecidos articulares obtidos dos joelhos esquerdos
dos 6 animais do grupo de estudo 2 e nos 2 animais do grupo controle 2, assim como

a devida analise estatistica.

TABELA 11 — PONTUAGCAO POR MEIO DO ESCORE DE OSTERGAARD DO CRITERIO
CONDROCITOS PARA CADA UM DOS JOELHOS ESQUERDOS DOS ANIMAIS DO
GE2 (A1 A A6) E GC2 (A1 E A2) DE ACORDO COM A ANALISE HISTOLOGICA. ESTA
TAMBEM EXPRESSO O VALOR P DA COMPARAGAO ENTRE O GRUPO DE ESTUDO
2 E O GRUPO CONTROLE 2 CALCULADO PELO TESTE NAO PARAMETRICO DE
MANN-WHITNEY
Grupos iségenos  GE2A1 GE2A2 GE2A3 GE2A4 GE2A5 GE2A6 GC2A1 GC2A2

1 a 2 por campo 0 0 0 1 0 0 0 0
3 a4 por campo 0 0 0 0 0 0 0 0
5 ou mais por

campo 0 0 0 0 0 0 0 0
Condracito 0 0 0 0 0 0 0 0
colunar

Somatadrio 0 0 0 1 0 0 0 0
Valor de p 0,56

FONTE: O autor (2021).

Apenas 1 joelho esquerdo do grupo de estudo 2 apresentou grupo isdgeno, de
1 a2 por campo (A4). Nao foram observados grupos isbgenos na avaliagao histologica
do grupo controle 2.

Nao foi observada diferenga estatistica significativa na avaliagdo entre grupos
(U=0, p=0,56).

A Tabela 12 demonstra a avaliacdo das alteracdes, com a devida pontuagao

obtida no critério condrocitos, dos tecidos articulares obtidos dos joelhos esquerdos
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dos 6 animais do grupo de estudo 3 e nos 2 animais do grupo controle 3, assim como

a devida analise estatistica.

TABELA 12 — PONTUACAO POR MEIO DO ESCORE DE OSTERGAARD DO CRITERIO
CONDROCITOS PARA CADA UM DOS JOELHOS ESQUERDOS DOS ANIMAIS DO
GE3 (A1 AA6) E GC3 (JA1 E A2) DE ACORDO COM A ANALISE HISTOLOGICA. ESTA
TAMBEM EXPRESSO O VALOR P DA COMPARACAO ENTRE O GRUPO DE ESTUDO
3 E O GRUPO CONTROLE 3 CALCULADO PELO TESTE NAO PARAMETRICO DE
MANN-WHITNEY
Grupos isdgenos  GE3A1 GE3A2 GE3A3 GE3A4 GE3A5 GE3A6 GC3A1 GC3A2

1 a2 por campo 1 1 0 0 0 0 0 0
3 a 4 por campo 0 0 0 2 0 2 0 0
5 ou mais por 0 0 0 0 0 0 0 0
campo

Condrécito 0 4 4 0 0 0 0 4
colunar

Somatério 1 5 4 2 0 2 0 0
Valor de p 0,73

FONTE: O autor (2021).

A presenca de grupos isdgenos foi mais frequente e em maior propor¢gao nos
animais do grupo de estudo 3, sendo que 2 animais apresentaram de 1 a 2 grupos
isdbgenos por campo (A1 e A2), 2 apresentaram de 3 a 4 (A4 e A6) e nao foram
observados grupos isdégenos igual ou superior a 5. Nesse ultimo grupo ainda, 2
animais apresentaram condrocitos colunares (A2 e A3), alteragdo também observada
em 1 animal do grupo controle 3 (A2).

Nao foi observada diferencga estatistica significativa entre o grupo de estudo 3

e o grupo controle 3 (U=0, p=0,73).
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GRAFICO 4 - REPRESENTAQAO GRAFICA DA COMPARAGCAO DO CRITERIO
CONDROCITOS ENTRE OS GRUPOS DE ESTUDO 1, 2 E 3 E SEUS
RESPECTIVOS GRUPOS CONTROLE
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FONTE: O autor (2021).

4.6 ANALISE ENTRE GRUPOS

Para verificagdo da influéncia das aplicagbes intra-articulares entre as
distribuicées dos indices de inflamagao, sindvia, cartilagem e condrécitos, foi utilizado
o teste de Kruskal-Wallis de amostras independentes, que indica se ocorreu diferenga
na distribuicdo da pontuagdo dada as articulagdes. Em seguida, empregado o teste
post hoc de Dunn para verificar quais pares sao diferentes. Para isso, foi utilizada a
correcao de Bonferroni. A Tabela 13 demonstra os resultados obtidos pela
comparacgao entre grupos de todos os critérios:

TABELA 13 — COMPARAGCAO ENTRE GRUPOS DO CRITERIO

INFLAMACAO PELO TESTE DE KRUSKAL-WALLIS E
TESTE POST HOC DE DUNN.

Teste Inflamagédo Sindvia Cartilagem Condrécitos
Kruskal-Wallis 0,047 0,032 0,67 0,01
Dunn Inflamagdo Sindvia Cartilagem Condrécitos
GE1-GE2 0,3 0,25 0,78 1
GE1-GE3 0,15 0,14 0,55 0,009
GE2-GE3 0,01 0,009 0,38 0,009

FONTE: O autor (2021).
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O teste de Kruskal-Wallis compara dois ou mais grupos entre si e valores
significativos de p indicam que pelo menos um dos grupos em comparagao difere de
um ou dos demais. A avaliagao post hoc de Dunn é utilizada para determinar entre
quais grupos ocorreu a diferenca.

Com relacdo a avaliacdo da inflamacao, é possivel observar que apenas a
comparagao entre o grupo de estudo 2 e o grupo de estudo 3 demonstra diferencga
estatistica significativa (p=0,01). O Grafico 5 a seguir ilustra a dispersao ao redor das

medianas de cada grupo de estudo.

GRAFICO 5 - DISPERSAO AO REDOR DAS MEDIANAS DOS GRUPOS DE ESTUDO
1, 2 E 3 NO CRITERIO INFLAMACAO
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FONTE: O autor (2021).

Na avaliagcao do critério sindvia, foi possivel determinar diferenca estatistica
significativa entre os grupos de estudo 2 e o grupo de estudo 3 (p<0,01). O Grafico 6

demonstra a dispersao ao redor da mediana dos grupos de estudo 1, 2 e 3.
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GRAFICO 6 — DISPERSAO AO REDOR DAS MEDIANAS DOS GRUPOS DE ESTUDO
1,2 E 3 NO CRITERIO SINOVIA
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FONTE: O autor (2021).

A andlise estatistica da avaliagdo histologica da cartilagem ndo demonstrou
diferenca entre os 3 grupos de estudo. O Grafico 7 representa a dispersdo das

avaliagdes ao redor da mediana dos grupos de estudo 1, 2 e 3.

GRAFICO 7 - DISPERSAO AO REDOR DAS MEDIANAS DOS GRUPOS DE ESTUDO
1, 2 E 3 NO CRITERIO CARTILAGEM
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FONTE: O autor (2021).
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Nessa avaliagao existiram dois outliers no grupo de estudo 1, nas amostras
G1A1 e G1A4. A primeira amostra obteve um valor superior as outras avaliagdes,
enquanto que a segunda obteve um valor inferior.

No critério condrdcitos, foi possivel determinar diferencga estatistica significativa
entre o GE1 e 0 GE3 (p<0,01) e entre 0 GE2 e 0 GE3 (p<0,01), indicando que o valor
desse critério no grupo de estudo 3 é superior em relacdo aos demais grupos de
estudo. O Gréafico 8 representa a dispersao ao redor das medianas dos valores obtidos

pela analise histolégica dos grupos de estudo 1, 2 e 3.

GRAFICO 8 - DISPERSAO AO REDOR DAS MEDIANAS DOS GRUPOS DE ESTUDO
1,2 E 3 NO CRITERIO CONDROCITOS
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FONTE: O autor (2021).
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5 DISCUSSAO

Existem varios modelos experimentais de osteoartrose que utilizam animais
como ratos, cobaias, coelhos, equinos e pequenos ruminantes (CHAPMAN, 2016). A
utilizacao de suinos, comercialmente disponiveis ou mesmo os porcos miniaturas, foi
relatada por Vernon e col. (2014). Anatomicamente, o joelho suino é semelhante ao
humano, exceto pelo menisco que € mais largo e pelos ligamentos cruzados que sao
mais longos. Comparando-se a amplitude de movimento entre eles, nota-se que
possuem flex&do articular similar, mas diferem na extensdo (PROFFEN et al., 2012).
Apesar dessa diferenca na extensdo articular, € importante salientar que outras
especies, como bovinos, caprinos, ovinos, caes e coelhos apresentam a mesma
condigao (PROFFEN et al., 2012). A espessura da cartilagem do joelho suino é similar
ao humano, além disso, € possivel criar experimentalmente defeitos que envolvam
parte ou toda a espessura da cartilagem (McCOY, 2015).

A gestacao de suinos produz muitos animais, 0 que permite a obtencao de
varios individuos semelhantes para serem utilizados em pesquisas (RAMIREZ et al.,
2016). A maturidade do tecido esquelético € alcangada entre 18 e 24 meses de vida,
quando o suino pode chegar a um peso aproximado, dependendo da raga, de 270 kg
e 300 kg respectivamente para fémeas e machos (McCQOY, 2015).

Além disso, outro fator que pode corroborar para utilizagdo do suino como
modelo animal é a producédo comercial de alta tecnificacdo, que produz animais em
ambiente com alto controle sanitario, objetivando o abate para producéo de carne, ndo
sendo necessario produzir um animal de laboratério para ser eutanasiado
(HOCHBERG et al., 2012).

Além dos porcos de origem comercial, o uso de porco miniatura vem sendo
descrito, pois nesses animais a maturidade do esqueleto € atingida aos 10 a 12
meses, com um peso entre 25 a 40 kg (McCQOY, 2015; TURGUT, 2013).

A espécie suina foi selecionada para esse estudo devido a disponibilidade de
producao desses animais no local de pesquisa (Universidade Tuiuti do Parana).

O desafio logistico de usar o suino como modelo experimental deve ser levado
em consideragdo, pois sao necessarias areas muito maiores para a manutengao
quando comparadas com as utilizadas para ratos ou coelhos. Além disso, o consumo
alimentar da espécie ¢é alto, sendo proximo de 2 kg de ragao/dia numa idade entre 4
a 8 meses de vida (SAMVELYAN et al., 2020).
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A avaliagao da dor em suinos é um desafio, embora ja existam ha alguns anos
escalas que avaliam a dor mediante expressdes faciais. Novas metodologias tentam
facilitar a avaliagao de dor no suino como a Escala Composta de Dor Aguda de Porcos
UNESP-Botucatu. Nessa escala, sao avaliados parametros comportamentais e
fisiologicos que geram um escore associado a intensidade da dor do animal (LUNA et
al., 2020).

A escala de dor proposta por Luna e col. (2020) envolve ainda a avaliagéo
comportamental dos animais em seus recintos por gravagao de videos, aumentando
o tempo necessario para gerar um escore de dor. Portanto, o uso do suino como
modelo experimental de OA pode n&o ser uma opg¢ao pratica quando o foco do estudo
€ a dor. Nao foram realizadas analises de dor dos animais em nosso experimento,
pois ndo existia o objetivo da avaliagdo de terapias de controle dela.

O protocolo anestésico proposto por Murayama (2003) com a associagao de
Cetamina na dose de 5 mg/kg e Xilazina 0,5 mg/kg demonstrou-se insuficiente para a
aplicacdo intra-articular. Notou-se que ao acessar a articulagdo com agulha
hipodérmica 25 mm x 0,8 mm no animal piloto, houve reacdo com movimentacédo do
membro, 0 que aumenta a chance de lesao da superficie articular ndo intencional pela
agulha. Para minimizar esse risco, foi adicionado ao protocolo o uso de manutengao
anestésica com lIsoflurano ofertado por meio de mascara associado a oxigénio a
100%.

O ACF é uma solugdo que consiste em uma mistura de surfactante e 6leo
mineral, geralmente Arlacel ou Drakeol associado a Mycobacterium bovis morto, em
uma concentragdo maxima de 1 mg/mL (MARTINEZ et al., 2017).

A inflamacao da articulagao pode ser obtida por administracao intradérmica ou
intra-articular do ACF. Assim, na administracdo intradérmica, além das lesbes
articulares, ha alteracdes sistémicas enquanto que o uso intra-articular promove mais
inflamacéao focal (DONALDSON; McQUEEN, 1993). O custo do ACF em comparagao
ao MIA e ao Zymosan € menor, apesar de ser uma substancia que nao possui
produgao nacional.

Existem poucos relatos sobre o volume de ACF necessario para induzir a
alteracao articular com ACF em joelho de suinos. No trabalho desenvolvido por
Murayama (2003) é utilizada a dose de 0,5 mg na administragao intra-articular
temporomandibular de suinos adultos, promovendo inflamagcdo que altera a

capacidade mastigatoria dos animais. Como a articulagao do joelho de animais jovens
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€ maior do que a articulagédo temporomandibular de animais adultos, foi instituida a
dose de 1 mg de ACF por aplicagéo intra-articular no presente estudo, embora nao
exista literatura que descreva essa dose na articulagdo do joelho de suinos
comerciais.

Lee e col. (2016) utilizam o ACF associado a colageno bovino tipo Il para
inducao de artrite reumatica em suinos miniatura. Sdo avaliados dois grupos, um por
aplicagao intradérmica e outro por aplicacado intra-articular, sendo que as lesdes
articulares foram mais importantes no grupo intradérmico. Esse trabalho avalia a
degeneracao cartilaginosa apenas pela espessura da cartilagem. Apesar da diferenca
entre os critérios de avaliagdo das alteracdes articulares, € possivel inferir que a
associagao do colageno tipo Il ao ACF promoveu alteragao articular mais significativa
do que a observada em nosso estudo. O volume utilizado para a aplicacéo intra-
articular por Lee e col. (2016) foi de 1 mL da mistura ACF + colageno tipo Il numa
proporgao de 1:1, ou seja, um volume de ACF de 0,5 mL.

E relatado que o ACF promove alteragdes articulares em outras espécies ja
apoés 7 dias da sua administracdo, alteracao que se torna mais intensa e comecga a
ulcerar a cartilagem, podendo chegar ao 0sso subcondral nas semanas consecutivas
(HELYES et al., 2004). Em nosso estudo, foram avaliadas as alteragcbes produzidas
pela administracdo intra-articular de ACF quanto a inflamacdo, sinovite, lesao
cartilaginosa e reagédo dos condrocitos ao longo de trés periodos diferentes: 7 dias,
periodo que Helyes e col. (2004) e Yuce e col. (2020) indicam para a incidéncia de
OA em ratos; 21 dias, periodo utilizado por Murayama (2003) e Lee e col. (2020) para
a produgao de alteragdes articulares; e 35 dias, um periodo superior aos mencionados
por pesquisas semelhantes, a fim de determinar se apenas uma aplicacdo de ACF
seria suficiente para induzir OA na espécie suina.

As alteragdes histolégicas foram pontuadas segundo o critério de Ostegaard e
col. (1997). O escore foi utilizado para comparagao entre os GE e seus respectivos
GC por meio do teste U, ou teste ndo paramétrico de Mann-Whitney, capaz de avaliar
se existe diferenga entre as medianas de dois grupos independentes. Ja a avaliagao
entre os grupos GE1, GE2 e GE3 foi realizada com o teste de Kruskall-Wallis.

O teste de Kruskal-Wallis € uma analise de varidncia ndo paramétrica
comparativa para testar se as amostras se originam da mesma distribuicao,
independentemente de tamanhos iguais ou diferentes. Como neste trabalho foram

utilizadas avaliagdes que ndo possuem distribuigdo normal (ndo paramétricos), faz-se
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necessario que a analise estatistica leve em consideracao a distribuicdo dos valores
obtidos ao redor de uma mediana, sugerindo sua concentragdo (resultados mais
homogéneos) ou sua disperséao (resultados mais heterogéneos).

Um teste de Kruskal-Wallis com resultados significativos indica que ao menos
um grupo domina as variancias de resultados sobre outro grupo, mas esse teste nao
demonstra onde esta a dominancia sobre as varidncias ou para quantos pares de
grupo ela ocorre, entdo, para essa identificagao, foi realizado o teste de Dunn com a
correcao de Bonferroni, que auxilia na analise dos pares especificos de amostras para
dominancia variavel. Esse teste de hipoteses é baseado na rejeicdo de uma hipotese
nula caso a probabilidade dos dados observados acontecerem ao acaso
(estritamente, sob hipéteses nulas) for baixa. Se varias hipoteses forem testadas, a
chance de um evento raro aumenta e a probabilidade de rejeitar incorretamente uma
hipétese nula aumenta. A corregao de Bonferroni é realizada para compensar possivel
erro alfa, determinando se o valor obtido permaneceria 0 mesmo caso 0 numero de
testes fosse aumentado.

As alteracbes articulares mais importantes ocorreram nos primeiros 21 dias,
quando o grupo sacrificado apds 35 dias apresentou alteragdes menos intensas,
apesar de maior incidéncia de reagdao dos condroécitos pela formacao de clusters.
Nota-se regressao, principalmente no aspecto inflamatério, das alteragdes articulares.
Quanto a lesdo esperada sobre a superficie cartilaginosa obtida nessa metodologia,
pode-se descrevé-la como superficial, ndo sendo o suficiente para indicar que a
osteoartrose foi produzida, fato que se opde a estudos realizados em outras espécies
(DONALDSON et al., 1993; GUPTA et al., 2009; TORRES et al., 2009; YUCE et al.,
2020).

As alteracoes inflamatorias foram as mais notaveis, principalmente nos GE1 e
GE2, reduzindo a intensidade no GE3. Sendo o adjuvante completo de Freund uma
solugdo oleosa que contém Mycobaterium bovis morto, a injegao desse produto em
qualquer tecido induz uma resposta inflamatéria intensa, com grande presenca de
células de defesa, assim como descreve Martinez e col. (2017).

As alteragdes inflamatérias foram caracterizadas pela formagao de abscessos,
neovascularizacao, fibrose, infiltracdo neutrofilica e linfocitaria e a visualizacdo de
células gigantes multinucleadas, ocorrendo nos trés grupos de estudo. A intensidade
da inflamacgao foi maior no GE2 e menos intensa no GE3, sendo que existe diferenca

estatistica significativa entre o GE2 e o GE3. A administrac&o intra-articular do ACF
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promoveu alteragdes inflamatérias significativas na articulagao ja sete dias apds sua
administragdo. Embora n&o exista diferenca estatistica significativa entre os GE1 e
GEZ2, aparentemente ha intensificacao do evento, sendo alcangado o ponto maximo
nesse estudo apods 21 dias. A inferioridade das alteragdes inflamatdrias observadas
entre 0 GE2 e GE3 é semelhante a descricdo de Pearson (1963), que demonstra
regressao da inflamagao em ratos que receberam ACF apoés 50 dias da administracao.
Em nosso estudo, foi possivel notar a redugdo do evento inflamatério em algum
momento entre o dia 21 e o dia 35 apds a administracdo do ACF. Donaldson e col.
(1993) relatam que as alteragdes inflamatérias em ratos estdo em progressao durante
os 14 dias e Xu e col. (2017) afirmam que existe progressao do processo inflamatorio
articular 28 dias apds a administragao do ACF também em ratos.

Apesar de nao utilizarem um critério de graduacgao da lesao inflamatoria, Helyes
e col. (2004) caracterizam a inflamagao produzida 21 dias apds a administragao de
ACF intra-articular por um denso infiltrado de células mononucleares, corroborando
com o aspecto inflamatdrio encontrado nesse estudo. Os autores indicam que houve
edema sinovial, pannus e pronunciada erosao da cartilagem. As alteragdes sinoviais
encontradas no presente estudo se assemelham a essa descrigdo, mas as alteragdes
cartilaginosas foram menos intensas.

As alteragdes sinoviais foram caracterizadas pelo edema, hipertrofia vilosa,
hiperplasia de sinoviocitos e pannus, um tecido inflamatério sinovial em proliferagéo.
O pannus é observado em outros estudos que utilizaram o ACF para a producéo de
inflamacéo articular (HELYES et al., 2004; TORRES et al., 2009; YUCE et al., 2020).
Entretanto, a vacuolizacio de sinovidcitos e outras alteragdes sinoviais sé ocorreram
no GE2, sendo esse o grupo com maior escore de lesao nesse critério. Nao houve
diferenca estatistica entre o GE1 e o GE2, mas houve entre o0 GE2 e o GES3,
novamente indicando reducdo da sinovite instalada em algum ponto entre o dia 21 e
35 apos a administracdo do ACF.

Tanto as avaliagdes relacionadas a inflamacdo quanto as relacionadas a
sindvia demonstram um aspecto evolutivo ao longo dos primeiros 21 dias da
inoculacdo do ACF, mas entre esse momento e o dia 35 ha reducido de ambos os
processos, por isso 0 GE3 tem escores nas duas avaliagdes significativamente menor
do que o GE2. O estudo realizado por Gauldie e col. (2004) consegue prolongar a
progressao do processo inflamatorio e da sinovite pela administragdo semanal do ACF

ao longo de quatro semanas consecutivas, promovendo alteragées mais intensas e
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nao ocorrendo reducdo do evento inflamatério. No estudo apresentado nessa
dissertacao, houve uma evolugcao semelhante, mas, como foi realizada apenas uma
inoculagdo, o comportamento das alteragbées inflamatérias e sinoviais seguiu a
evolugao descrita por Pearson (1963). No entanto, ndo é possivel afirmar que na
espécie suina a inoculagdo de ACF semanal promoveria altera¢des cartilaginosas
mais intensas, sendo necessario que novos estudos sejam realizados para apontar se
existe essa tendéncia da evolugao da lesdo com novas aplicagdes.

Quanto a avaliagdo dos parametros associados a cartilagem, foi possivel
observar que, nos trés grupos de estudo, ocorreu diferenca estatistica significativa na
comparagdo com seus respectivos grupos controles. Apesar disso, as lesdes
apresentadas pela cartilagem foram superficiais e ndo geraram escores altos. O
animal GE3A1 apresentou o maior escore dentre todos os animais em estudo, 31 (de
57 possiveis). Essas alteragcdes de baixa intensidade sédo descritas por Gauldie e
colaboradores (2004), que observaram que a erosao da cartilagem foi moderada apés
a administragdo semanal de ACF em articulac&o do joelho de ratos, mesmo que tenha
sido observada a exposi¢cado de 0sso subcondral em alguns individuos.

As lesbes ulcerativas na cartilagem, mais presentes no GE2, também sé&o
descritas desde as primeiras avaliagdes do adjuvante como elemento de inducéo de
OA (WAKSMAN; PEARSON; SHARP, 1960) e também em trabalhos mais recentes
(RAMOS, 2000; YUCE et al., 2020; HELYES et al., 2004; TORRES et al., 2009),
entretanto, nos trabalhos mais recentes as les6es sao descritas de forma mais severa.

Segundo Ramos e col. (2000), a erosao da cartilagem pode se aprofundar ao
longo do tempo e promover exposi¢do do osso subcondral, mas esse efeito nao foi
observado em nosso estudo. O GE 2 apresenta alteragdes de cartilagem mais
homogéneas, enquanto que o GE3 apresenta uma dispersdo maior do resultado,
inclusive com a definicdo de dois outliers, o animal GE3A1 (pontuado em 31) e o
animal GE3A4 (pontuado em 4). E possivel inferir uma tendéncia de redugdo das
lesdes sobre a cartilagem, ou seja, foi produzida uma alteracdo superficial na
cartilagem, que teve possibilidade de reparacao ao longo do tempo. Um fato que pode
estar associado a isso € a idade dos animais, que, sendo jovens, ainda estdo em fase
de desenvolvimento cartilaginoso.

A avaliacdo de condrécitos revelou ser mais significativa no GE3 e também
foram observadas no GC3. O crescimento normal da cartilagem hialina esta associado

a divisao celular, formacao de um tecido muito celular que inicia a secregao de matriz
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extracelular, afastando os condroblastos e, por fim, as células afastadas comegam a
se multiplicar, podendo formar grupos isdgenos, grupos celulares que se originaram
do mesmo condroblasto (ABRAHAMSOHN, 2017).

A presencga dos grupos iségenos observados nos animais do GC3 pode estar
associada a imaturidade da articulagao, visto que todos os animais do experimento
ainda estavam em fase de crescimento. Nota-se o aparecimento de grupos iségenos,
embora em pequena quantidade ja nos GE1 e GE2, entretanto, ndo é possivel
determinar se essa alteragéo realmente foi produzida pela utilizagdo do ACF.

Os condrécitos colunares podem ser utilizados como avaliadores da qualidade
da regeneracgao articular, em virtude da maturagcédo e reorganizacao dessas células
(SAITO et al., 2009). O aparecimento dessa alteragdo associado a redugao dos
escores inflamatorios e associados a sindvia pode indicar uma tentativa de reparacao
articular. O animal que apresentou tal alteracdo no GC3 (GC3A2) também apresentou
fibrilacdo, ndo sendo possivel descartar a possibilidade de lesao cartilaginosa pela
agulha utilizada para a administragao da solugédo de NaCL 0,9%, o que poderia ter
causado a reagao proliferativa dos condrocitos na superficie da cartilagem.

O modelo experimental proposto nesse trabalho promoveu inflamacao articular
e sinovite, sendo mais intensas nos primeiros 21 dias ap6s a administragdo do ACF
intra-articular. Apesar da producgao de lesdes na cartilagem, elas nao foram intensas,
marcadas principalmente por algumas areas de erosdo. N&o foi possivel produzir
alteracdes nos condrocitos suficientes que comprovem a capacidade de producgao de

osteoartrose pela administragao intra-articular de ACF em dose unica.
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6 CONCLUSAO

Pelo presente estudo, é possivel determinar que a administracio intra-articular
de ACF num volume de 1 mL produz alterag¢des inflamatdrias, sinoviais e de cartilagem
em joelho de suinos no periodo de 7, 21 e 35 dias apds sua administragdo. Essas

alteracdes, no entanto, ndo sao suficientes para caracterizar osteoartrose.
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