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RESUMO

A osteoartrite de joelho é uma das doengas que mais causa incapacidade no mundo.
Apresenta fisiopatologia complexa, onde uma série de interagbes mecénicas e
inflamatorias promovem a destruicdo da superficie articular, sinovite, rigidez e perda
de fungado. O diagnostico é baseado em sinais clinicos e de imagem, geralmente &
tardio e em fases onde o processo ja se encontra irreversivel. O objetivo de nosso
estudo foi analisar comparativamente, alteragdes da cartilagem articular em joelhos
de ratos com osteoartrite induzida que receberam infiltragcdo intra-articular de
clodronato revestido em lipossoma, procurando correlacionar as alteragdes
estruturais precoces da cartilagem articular com a concentragdo de um biomarcador
sérico da degradagdo do colageno tipo Il, da presenga no soro da citocina
Interleucina 10 (IL-10) e identificar os possiveis efeitos benéficos e preventivos na
osteoartrite por meio da inativagdo dos macrofagos da superficie da sindvia. Foram
utilizados nos experimentos 21 ratos Wistar, divididos em 3 grupos. Um grupo
designado de controle, ndo recebeu nenhum tipo de tratamento, nos outros 2 grupos
se induziu a osteoartrose (OA) por meio da transecgdo do ligamento cruzado
anterior (TLCA). Nos grupos submetidos a TLCA, um grupo (n=7) recebeu infiltragcao
intra-articular no joelho de clodronato revestido em lipossoma e no outro grupo (n=7)
solugédo fisiologica, estes procedimentos ocorreram sete dias anteriores ao
procedimento cirurgico. Durante o experimento amostras de sangue foram colhidas
para avaliagdes laboratoriais, no sétimo e no vigésimo primeiro dia de pds-operatério
(PO), quando os animais foram eutanasiados e coletado material para histologia. Os
resultados identificaram que o biomarcador de degradacdo da matriz extracelular
nao foi capaz de identificar as alteragdes precoces na cartilagem no tempo adotado
para o experimento, que n&o foi possivel determinar concentragdes significativas de
IL-10 sistémica neste periodo, que a técnica empregada na indugédo osteoartose é
uma metodologia adequada a este tipo de estudo, e que a histologia tem papel
fundamental na identificagdo das alteracdes iniciais de implantagcéo da osteoartrite.
Achado importante a ser destacado é que o uso do clodronato lipossoma parece ter
um efeito protetor sobre a cartilagem articular.

Palavras Chaves: Osteoatrite, Joelho, Clodronato lipossoma, Telepeptideo C,
Interleucina 10, Histologia, degeneragéo articular.



ABSTRACT

The knee osteoarthritis is one of the most disabling diseases in the world. It presents
complex pathophysiology, where a series of mechanical and inflammatory
interactions promote the destruction of the joint surface, synovitis, stiffness and loss
of function. The diagnosis depends of clinical and imaging signs, it is usually late and
at a stage where the process has already irreversible. The aim of our study was to
comparatively analyze changes in articular cartilage in the knees of rats with induced
osteoarthritis that received intra-articular infiltration of liposome-coated clodronate,
seeking to correlate the early structural changes in articular cartilage with the
concentration of serum degradation biomarker collagen, the presence in the serum of
the cytokine Interleukin 10 (IL-10) and to identify the possible beneficial and
preventive effects in osteoarthritis by inactivating macrophages on the surface of the
synovium. Twenty-one Wistar rats were used in the experiments, divided into 3
groups. One group, designated as control, did not receive any type of treatment, the
other 2 groups induced osteoarthritis (OA) through transection of anterior cruciate
ligament (TLAC). In the groups submitted to TLAC, one group (n = 7) received
intraarticular knee infiltration with clodronate liposome and the other group (n = 7)
received saline solution, these procedures occurred seven days before the TLAC
surgical procedure. During the experiment, blood samples were collected for
laboratory evaluation on the seventh day and on the twenty-first postoperative day
(PO) when the animals were euthanized and material for histology was collected.
The results identified that the extracellular matrix degradation biomarker was not able
to identify early changes in cartilage in the time adopted for the experiment, that it
was not possible to determine significant concentrations of IL-10 systemic in this
period, that the technique employed in inducing osteoarthritis is adequate
methodology for this type of study, and that histology has a fundamental role in the
identification of the initial changes in the implantation of osteoarthritis. An important
finding to be highlighted is that the use of liposome clodronate seems to have a
protective effect on articular cartilage.

Keywords: Osteoatritis, Knee, Liposome clodronate, Telepeptide C, Interleukin 10,
Histology, Joint degeneration.
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1 REFERENCIAL TEORICO

A osteoartrite (doenga articular degenerativa, artrose ou osteoartrose, OA) é a
doenca do aparelho musculoesquelético mais prevalente entre individuos senis.
Atualmente, vivemos mais que nossos ancestrais e, pela primeira vez na histéria, o
numero de pessoas com 65 anos ou mais, ultrapassa o das criangas com menos de
5 anos, e o numero de pessoas com 60 anos ou mais deve dobrar até 2050 e mais
do que ftriplicar até por volta de 2100, segundo dados das Nagdes Unidas (UNITED
NATIONS, DEPARTMENT OF ECONOMIC AND SOCIAL AFFAIRS, POPULATION
DIVISION, 2015).

Estando principalmente relacionada ao envelhecimento, a prevaléncia de OA
aumentara constantemente e espera-se que seja a maior causa de incapacidade na
populacdo em geral até 2030 (THOMAS; PEAT; CROFT, 2014). Estudos americanos
apontam que mais de 50 milhdes de pessoas apresentam, hoje, essa enfermidade
(COIMBRA et al., 2002). A doenca afeta 5,2% da populagdo brasileira, o que
corresponde a 9,9 milhdes de brasileiros, iniciando em pacientes acima dos 40 anos
de idade, mais frequentemente na populagdo acima dos 60 anos (COIMBRA,;
REZENDE; PAPLER, 2012).

A OA é caracterizada por deterioragcédo progressiva da cartilagem que envolve
principalmente articulagées de suporte de peso, como joelhos e quadris, resultando
em danos ao osso subcondral, diminuicdo ou perda da mobilidade, dores nas
articulagdes, rigidez articular e inflamagdo. Dor é a manifestagao clinica central da
OA. O diagnostico é feito por meio dos sinais clinicos e confirmados pelos exames
de imagem, onde os achados mais frequentes sdo redugcdo do espago articular,
esclerose subcondral, cistos subcondrais e ostedfitos (LANE et al., 2004).

Acomete as articulagbes por insuficiéncia de restauracido e renovacio da
cartilagem, ocasionada por um desequilibrio entre a formacé&o e a destruicdo dos
seus principais elementos, associada a uma variedade de condi¢des, tais como:
sobrecarga mecanica, alteragdes bioquimicas da cartilagem e membrana sinovial e
fatores genéticos (COIMBRA et al., 2002).

A cartilagem € um tecido hipocelular, e os condrdcitos representam apenas 1
a 2 % de seu volume total. Sua matriz extracelular abundante é altamente hidratada
e especialmente diferenciada para adaptar-se as fungdes biomecanicas do tecido.



Mais de 70% do peso da cartilagem é agua, e mais de 90% do seu peso seco
corresponde aos dois principais componentes de sua matriz extracelular (MEC), o
colageno tipo Il e o agrecan. Diversas outras moléculas fazem parte da organizagao
da MEC da cartilagem, e incluem, por exemplo, colagenos menores (tipo IX, Xl, VI,
X, Xl e XIV), outros proteoglicanos (decorina, biglican, perlecan, versican), acido
hialurbnico, proteina de ligacdo, COMP, tenascina, fibronectina, dentre
outras(GOLDRING S.R et al.,, 2007). A cartilagem possui uma estrutura
heterogénea, com quatro regides reconheciveis: a zona superficial ou tangencial, a
zona média ou de transi¢cdo, a zona profunda ou radial, e a cartilagem calcificada
(VOLPI N., 2006).

Embora considerada classicamente como uma doenga mecanica, a
inflamacgéo hoje possui papel central na etiopatogenia da OA (ATTUR et al., 2002).
Estudos de mediadores pro-inflamatorios encontrados na articulagado osteoartrosica
apoiam o paradigma de que, embora a OA possa ser em parte uma doenga
biomecanica, suas manifestacdes ao nivel dos tecidos sdo mediadas pela atividade
de fatores inflamatdrios. A OA pods-traumatica € um exemplo de uma forma da
patologia em que a inflamagdo aguda induzida por uma lesdo articular e uma
biomecénica anormal resultante de instabilidade parecem trabalhar em conjunto
para promover a destruicdo comum do tecido. A lesdo do menisco, por si s, ou em
combinagdo com ruptura do ligamento cruzado anterior (LCA), € um importante fator
de risco para OA do joelho. Estudo de tecido meniscal removido durante
meniscectomia parcial em pacientes com lesdo do menisco, com ou sem uma
ruptura concomitante do LCA, forneceu evidéncias de que o menisco lesionado pode
ser uma fonte de mediadores inflamatorios na articulagcdo (BROPHY et al., 2012).
Numerosas citocinas, quimiocinas, e proteinases degradantes de matriz foram
consideradas expressas em amostras de menisco, incluindo IL-1a e B, IL-6, TNF-q,
CCL3, CXCL1, CXCL3, ADAMTS4 e -5, MMP-1, MMP-9 e MMP-13 (LOESER,
2013). De maneira geral na OA, as primeiras mudangas ocorrem na superficie da
articulacdo em areas onde as forgas mecanicas, como a tensao de cisalhamento,
sdo maiores (ANDRIACCHI et al., 2004). O estresse mecanico estimula os
condrdcitos normalmente quiescentes, a sofrerem uma mudanca fenotipica e tornar-
se células "ativadas", caracterizadas por proliferagdo celular, formacdo de

agrupamento e aumento da produg¢ao de proteinas da matriz e enzimas degradantes



da matriz, MMP e ADAMTS (Goldring et al, 2009). O produto da interagdo destas
proteases e agrecanases com a MEC estimula a producdo e ativagdo de
mecanismos inflamatoérios que novamente estimula os condrécitos gerando um ciclo
continuo. Um grande desafio é interromper o dano a cartilagem antes que a haja
progresséo, devido a incapacidade dos condrocitos residentes de regenerar uma
matriz com as mesmas propriedades que a formada durante o desenvolvimento
(Goldringet al, 2012).

A melhoria nos métodos de imagem, proporcionou um maior conhecimento
sobre a patologia, determinando novos fendtipos demonstrando ser esta uma
doenga complexa, multi-tecidual, envolvendo cartilagem, osso subcondral e
inflamacéo da sindvia. A sindvia pode apresentar alteragdes significativas, mesmo
antes da degeneragdo visivel da cartlagem, com infiltragdo de células
mononucleares, espessamento da camada de revestimento sinovial e producéo de
citocinas inflamatérias (MATHIESSEN; CONAGHAN, 2017). Grande parte da
ativacao imune inata e da produgao de citocinas na articulagcdo com OA ¢é atribuida
aos macroéfagos sinoviais, mas outras células, incluindo sinoviocitos e condrocitos,
também desempenham papel no processo (SOKOLOVE; LEPUS, 2013). Os
mecanismos subjacentes sao complexos, mas €& provavel que moléculas da
degradada cartilagem hialina liberadas na cavidade sinovial iniciem a inflamagéo
sinovial na OA. Os sinoviocitos reagem produzindo mediadores proé-inflamatorios,
que, por sua vez, atraem as células imunes, aumentam a angiogénese e induzem
um deslocamento fenotipico nos condrdcitos (GOLDRING, 2012). Segue-se um ciclo
vicioso, a medida que os condrécitos produzem citocinas adicionais e enzimas
proteoliticas que, eventualmente, aumentam a degradagéo da cartilagem e induzem
uma inflamagdo sinovial adicional (BERENBAUM, 2013). Pesquisa envolvendo
deplecdo dos macréfagos sinoviais em OA induzida por colagenases, demonstraram
uma diminuigdo na geragdo de MMP, indicando um papel importante para os
macréfagos sinoviais na ocorréncia de dano da cartilagem mediada por estes
agentes (BLOM et al., 2007).

Em particular, os proteoglicanos e o colageno tipo Il sdo os principais
constituintes da cartilagem articular, e o colageno tipo Il é localizado quase
exclusivamente na cartilagem (SARUKAWA et al., 2010). O colageno tipo Il é o

principal componente da matriz extracelular da cartilagem e sua sintese e quebra



estdo intimamente relacionadas ao metabolismo da cartilagem. Muitos estudos tém
focado na sintese e degradagdo do colageno tipo Il para identificar marcadores
bioquimicos para a OA. Varias pesquisas se concentraram nos fragmentos de
clivagem do colageno tipo Il que sdo secretados durante a quebra da cartilagem. Um
dos fragmentos mais estudados € o fragmento telopeptidico C do colageno tipo I
(CTX-Il). A concentragdo de CTX-Il no liquido sinovial foi relatada como sendo maior
em pacientes com OA primaria do joelho (diagnosticada por radiografia) do que em
pessoas saudaveis. Também foi observado aumento da concentragdo de CTX-Il na
urina em pacientes com OA de quadril, mao, joelho, e isso pode ser usado como um
marcador de prognostico, pois o nivel de CTX-Il se correlaciona com o escore e
progresséo da doenga (GARNERO et al., 2003; JUNG et al., 2004; MEULENBELT et
al., 2006). Outro estudo de Rotterud et al. mostrou que pacientes com lesdo de
cartilagem focal do joelho tém concentracées mais altas de CTX-Il urinaria do que
individuos saudaveis e a concentracdo de CTX-Il diminui durante a reabilitacao,
sugerindo que o biomarcador CTX-Il pode ser usado para monitorar os efeitos do
tratamento (NGUYEN et al., 2017). Portanto, o telopeptideo de ligacdo cruzada C-
terminal urinario do colageno tipo Il (CTX-ll) pode representar um potencial
marcador especifico para o metabolismo da cartilagem (CHRISTGAU et al., 2001;
GARNERQO et al., 2003).

Atualmente, ndo ha consenso a respeito do tratamento ideal da osteoartrose.
Varios métodos de tratamento tem sido adotados visando a melhoria da dor e do
padrao funcional dos pacientes. Dentre esses métodos destacam-se os
farmacoldgicos, os nao farmacologicos (fisioterapia, terapia ocupacional, perda
ponderal e exercicios), os agentes fisicos, os de terapia alternativa (homeopatia,
acupuntura e medicamentos fitoterapicos) e os cirurgicos (BIJLSMA; BERENBAUM,;
LAFEBER, 2011; LOPES JUNIOR; INACIO, 2013; ZHANG et al., 2010).

Os anti-inflamatérios n&o esteroidais (AINES) s&o considerados por muitos
autores os medicamentos de primeira escolha para o tratamento medicamentoso da
OA (TOWHEED; HOCHBERG, 1997), e tem se mostrado eficaz no alivio da dor e na
melhora da fungdo em pacientes com osteoartrose, sendo sua principal limitagao o
uso cronico. Seus potenciais efeitos adversos ao sistema gastrointestinal e
cardiovascular sdo encontrados principalmente em pacientes idosos (GARNER et
al., 2002).



A premissa empirica de que a administracdo de precursores da matriz
extracelular pudessem ajudar os condrécitos a repor o tecido lesado, levou ao uso
de glicosamina e da condroitina no tratamento da OA (VERBRUGGEN, 2006).
Metanalise publicada no Britsh Medical Journal em 2010, onde 3.803 pacientes
fizeram uso de glicosamina e condroitina isoladas ou associadas em ensaios
clinicos randomizados comparadas com o uso de placebo, ndo apresentaram
relevancia estatistica seja na capacidade de promover melhora do quadro clinico
seja na melhoria da evolugéo radiografica (WANDEL; JUNI; TENDAL; NUESCH;
VILLINGER; WELTON et al., 2010).

Outros farmacos utilizados incluem analgésicos, corticosteroides ou acido
hialurénico intra-articular, diacereina, insaponificaveis do abacate e soja, cloroquina
e alguns tratamentos experimentais, nenhum dos quais registrado como modificador
da estrutura (REZENDE; GOBBI, 2009).

Tanto o American College of Rheumatology (ACR) como a European Ligue
Against Rheumatism (EULAR) ndo reconhecem nenhuma droga como agente
modificador de doenga na OA (FRASER et al., 2003; ZHANG et al., 2010). Segundo
a recomendacgédo da EULAR, o sulfato de glicosamina € tido como a droga para a
qual existe o maior nivel de evidéncia e forca de recomendacdo para seu uso
(JORDAN et al., 2003).

Alguns meétodos cirurgicos tém sido propostos na tentativa de regenerar a
cartilagem articular, mas todos estdo associados a complicagdes, deixando muitos
destes pacientes tratados inadequadamente. Quando ndo tratadas, as lesdes da
cartilagem podem progredir para defeitos mais extensos e, em ultima instancia,
podem evoluir para um procedimento cirurgico de substituigdo articular, a artroplastia
(KOH; CHOI, 2012).

Avangos na compreenséo da fisiopatologia da osteoartrite, e a caracterizagao
da importancia de mediadores inflamatoérios e marcadores bioquimicos de formacéao
e degradagao articular poderao propiciar, em um futuro proximo, diagnéstico precoce
e eficiente que seja capaz de predizer as alteragdes estruturais irreversiveis e ofertar
terapéuticas direcionadas a alvos especificos.



CAPIiTULO Il

ANALISES HISTOLOGICAS E IMUNOCELULARES EM JOELHOS DE
RATOS COM OSTEOARTROSE INDUZIDA APOS USO
CLODRONATO LIPOSSOMA



1 INTRODUGAO

A osteoartrite (OA) é a forma mais comum de artrite, caracterizada por
deterioragdo progressiva da cartilagem que envolve principalmente articulagdes de
suporte de peso, como joelhos e quadris, resultando em danos ao osso subcondral,
diminuicdo ou perda da mobilidade, dores nas articulagdes, rigidez articular e
inflamagéo (COIMBRA et al., 2002).

Embora anteriormente tida como uma patologia degenerativa propria do
envelhecimento, por uso e desgaste da articulagdo, a osteoartrose vem sendo
considerada mais recentemente como uma doenga inflamatéria e de intensa
atividade metabolica (ATTUR et al., 2002).

Estudos demonstram que a OA se comporta como uma doenga auto
inflamatdéria causada por respostas mediadas por condrocitos e sinoviocitos. A
implantagdo da doenga inflamatoria promove a ativagdo da imunidade inata por meio
da migragéo de células de defesa e liberagao de citocinas e outros mediadores, um
importante protagonista deste mecanismo sdo os macréfagos sinoviais (BONNET;
WALSH, 2005; KONTTINEN et al., 2012). Fortes indicios evidenciam que a ativagéo
da sindvia representa importante papel na etiologia da doenga, podendo ser
constatado pelo grande acumulo de macréfagos e alteragdes inflamatérias teciduais
em um elevado numero de pacientes com quadros iniciais de OA (BENITO et al.,
2005). Como os macrofagos desempenham um papel crucial na orquestragado de
outras ceélulas e na implantagdo da imunopatogénese da OA, varios estudos
investigaram se a saude da cartlagem e a integridade das articulagbes se
beneficiariam da inativagdo destes. A remogdo de macréfagos de revestimento
sinovial por injegao intra-articular de lipossomas carregados de clodronato diminuiu
significativamente a express&do génica de MMP-3 e MMP-9 na sindvia, juntamente
com a reducao de TGF mediador da formagao de ostedfito em um modelo de OA
induzida por colagenase em camundongos (VAN LENT et al.,2004 ; BLOM et
al.,2004,2007).

Apesar dos avangos ocorridos com a utilizagdo da ressonancia magneética,

principalmente em identificar e caracterizar as sinovites, n&o existem ainda técnicas



de diagnostico sensiveis como a radiografia classica; consequentemente, a OA
frequentemente ndo é detectada antes de um estagio intermediario ou avangado,
onde as alteragdes estruturais sao irreversiveis (GLYN-JONES et al., 20015;
BIJLSMA et al., 2011). A necessidade de métodos que sejam capazes de predizer
os primeiros sinais de implantacdo da OA levou ao estudo de marcadores que
pudessem informar tais alteragbes precocemente. Algumas moléculas estruturais e
fragmentos derivados de osso, cartilagem articular e sinodvia, todos afetados pela
OA, sao candidatos a biomarcadores de OA (BLANCO,2014;HOSNIJEH ET
AL.,2015;LOTZ et al.,2013). Os telopeptideos C reticulados do colageno tipo Il (CTX-
Il); sdo produtos de degradacédo dos tecidos articulares, especialmente da matriz
extracelular da cartilagem, e podem potencialmente prever a destruicdo da
cartilagem articular na OA (ZUO et al, 2015; CHARNIE-BEM TABASSI et al 2003;
VERMA P.,DALAL K., 2013; CLARK et al, 1999).

O tratamento clinico da OA permanece paliativo e pouco eficaz (CEPEDA et
al., 2007). Nenhuma terapéutica produz o beneficio sintomatico da prétese articular
de joelho ou quadril (BRANDT, 2004). Essa realidade representa um desafio para a
pesquisa cientifica: compreender e explorar as diversas vias etiopatogénicas
envolvidas na iniciagao e progressado da doenga, no sentido de desenvolver drogas
capazes de modificar sua evolugao natural. Compostos capazes de bloquear a agéo
de enzimas degradadoras da matriz extracelular e de citocinas inflamatorias, e de
alterar o metabolismo 6sseo, tém sido testados em animais e em estudos clinicos.
Implicito no conceito de modificar a evolugado da lesdo estrutural estaria a ideia de
que isto melhoraria os sintomas e qualidade de vida, o que porém n&o esta
completamente estabelecido (DIEPPE, 2005).

Apesar de os modelos experimentais em animais refletirem uma forma de OA
secundaria, estes possibilitam um monitoramento mais preciso da doenga, tornando
viavel o estudo macroscopico, histolégico, bioquimico e molecular da cartilagem em
diferentes estagios da doenca. Estudos utilizando modelos experimentais em
animais, indiscutivelmente, fornecem dados importantes ao entendimento da
fisiopatologia da OA e da agao terapéutica de diversas drogas.

O modelo de transecgao do ligamento cruzado anterior (TLCA) em ratos, por
meio de desestabilizagdo articular cirurgica gerada por instabilidade ligamentar
apresenta alteracbes na cartilagem articular compativeis com a OA humana



(WILLIAMS et al., 1982). O estudo da agdo dos mecanismos inflamatorios e sua
relagdo coma a sinodvia, neste modelo de OA induzida, podera ser importante fonte
de conhecimento e fornecer potenciais novos alvos terapéuticos.

Baseado nesta premissa desenvolvemos um projeto de pesquisa que visa
analisar comparativamente, alteragbes da cartilagem articular em joelhos de ratos
com osteoartrite induzida que receberam infiltragdo intra-articular de clodronato
revestido em lipossoma, procurando correlacionar as alteragdes estruturais precoces
da cartilagem articular com a concentragcdo de CTX-Il sérico e identificar os
possiveis efeitos benéficos e preventivos na osteoartrite por meio da inativacdo dos
macrofagos da superficie da sindvia.



2 METODOLOGIA

2.1 Animais

O modelo experimental in vivo, utilizou ratos adultos (Rattus Novergicus
Albinus), linhagem Wistar. Os animais foram doados pelo biotério da Universidade
Catdlica Dom Orione, transferidos para o laboratério de praticas do curso de
medicina, aclimatados, manipulados e eutanasiados de acordo com o cdédigo de
ética de utilizacdo de animais para pesquisa, conforme protocolo aprovado pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Tocantins
(Processo: 23.101.003.524/2019-38). Os animais (n=21, 363 + 119 g, ambos sexos),
foram mantidos com agua e alimentagé&o ad libitum e temperatura regulada a 21 +
2°C, foram acompanhados durante todo o experimento para identificacdo de
alteracbes tissulares ou presenca de edemas nas articulagoes, pesados
semanalmente. O montante total de animais foi dividido aleatoriamente em 3 grupos
com 7 animais cada; sendo acomodados no maximo 3 individuos por gaiola. Cada
grupo recebeu a seguinte denominagéo: a) CLO = animais submetidos a transecg¢ao
do ligamento cruzado anterior do joelho e que receberam infiltrag&o intra-articular de
clodronato encapsulado em lipossoma; b) SF = animais submetidos a cirurgia,
porém receberam infiltragdo intra-articular com soro fisiolégico; c) controle CTR =
composto por animais que nao foram submetidos a cirurgia , mas receberam

infiltrac&o intra-articular com soro fisiologico.
2.2 Clodronato Encapsulado por Lipossomos

O uso intra-articular de clodronato encapsulado por lipossomos, € uma
metodologia descrita e reconhecida (VAN ROOIJEN; SANDERS; VAN DEN BERG,
1996) pela capacidade de promover a deplecdo de macrofagos em nivel da intima
da membrana sinovial. Quando estes lipossomos s&o injetados na articulagao, eles
sdo especificamente fagocitados pelos macrofagos do revestimento sinovial e nao
penetram nas camadas mais profundas da sin6via (BLOM et al., 2007). Uma vez

internalizado, o clodronato encapsulado é liberado intracelularmente e o macréfago



morre por apoptose (VAN ROOIJEN; SANDERS; VAN DEN BERG, 1996).
Lipossomas carregados com clodronato foram injetados 7 dias antes da indugéo da
OA experimental, pois a deplegcdo 6tima do revestimento da intima € alcangada
apos 1 semana da infiltragao intra-articular (BLOM et al., 2007). O farmaco utilizado
foi o Clodrosome® seguindo as recomendagdes do fabricante (Encapsula Nano
Sciences). Sete animais receberam a medicagdo por meio de artrocentese por
puncdo paramediana e infiltragcdo de 10 ul de clodrosome nos joelhos direitos. Os
demais animais foram submetidos ao mesmo procedimento porém receberam 10 pl

de solugéo fisioldgica no lugar do clodrosome.

2.3 Inducgao da Osteoatrite

O modelo de inducédo a osteoartrose escolhido foi mediante transecg¢ao do
ligamento cruzado anterior (TLCA), de acordo com a metodologia modificada de
Silva Junior (2007). Os procedimentos cirurgicos foram realizados sete dias apods a
infiltracdo intra-articular: os animais foram anestesiados com Hidrocloridrato de
Cetamina (40 mg/kg) e Xilazina (10 mg/kg), por via intramuscular. Apos tricotomia e
anti-sepsia da regido, foi realizada uma incisdo longitudinal na pele sobre o joelho
direito, disseccdo por planos e incisao parapatelar lateral, o tendao patelar rebatido
medialmente, dando acesso a cavidade articular. Uma vez visualizado o ligamento
cruzado anterior, o mesmo foi cuidadosamente seccionado com Dbisturi
microcirurgico evitando qualquer contato com a cartilagem articular. O livre
movimento do fémur em relagdo a tibia no sentido pdstero-anterior foi testado por
meio do “sinal da gaveta” confirmando assim a secg&o do ligamento e instabilidade
articular. O tendao patelar foi reposicionado, os planos mais profundos receberam
sutura com fio absorvivel (Vycril 5/0), e a pele foi suturada com Nylon® 4/0. Um total
de 14 animais foram submetidos a transecc¢éo do ligamento cruzado anterior, sendo
7 animais pertencentes ao grupo tratados com clodronato intra-articular e 7 animais
pertencentes ao grupo submetido a infiltragao intra-articular de solugéo fisiolégica.



2.4 Marcadores Bioquimicos da Degradacao de Cartilagem

Amostras de sangue foram coletadas dos ratos por meio de pung¢ao venosa.
As amostras foram coletadas ao sétimo dia apos cirurgia (7PO) e ao vigésimo
primeiro pos-operatério (21PO).

Os niveis séricos de CTX-Il foram medidos por ensaio imunoenzimatico, Rat
CTX-II® (Cross Linked C-telopeptide of Type Il Collagen) ELISA, kit adquirido do
fabricante Elabscience®.

O principio aplicado foi de ELISA sanduiche, onde a placa fornecida pelo
fabricante € previamente revestida com anticorpos especificos para o telepeptideo C
do colageno tipo Il de ratos. Padrbes ou amostras s&o adicionados aos pogos da
placa micro ELISA e combinados com o anticorpo especifico. Em seguida, um
anticorpo de deteccdo biotinilado especifico para o conjugado CTX-Il de rato e
Peroxidase de rabano silvestre (HRP) é adicionado sucessivamente a cada pogo de
microplaca e incubado. Os componentes livres sao lavados. A solucédo de substrato
€ adicionada a cada poco. Apenas o0s pocos que contém CTX-II de rato, anticorpo de
deteccéo biotinilado e conjugado Avidin-HRP aparecerdao em azul. A reagao enzima-
substrato € finalizada pela adicdo de solugdo de parada e a cor fica amarela. A
densidade oOptica (DO) é medida espectrofotometricamente a um comprimento de
onda de 450 nm + 2 nm. O valor de DO ¢é proporcional a concentragcéo de CTX-Il. Foi
calculada a concentracdo de CTX-Il nas amostras comparando a DO das amostras
com a curva padrao.

Realizamos também a determinacdo da concentracdo sérica do marcador
inflamataorio Interleucina10 (IL-10), por meio de ensaio imunoenzimatico, MOUSE IL-
10 fabricado por R&D SYSTEMS ,INC. USA.

Este ensaio emprega a técnica de imunoensaio enzimatico sanduiche
quantitativo. Um anticorpo policlonal purificado por afinidade especifico para IL-10 de
rato foi pré-revestido em uma micro placa ELISA. Padrées, controle e amostras séo
pipetados para os pogos e qualquer IL-10 presente € ligada ao anticorpo da placa.
Os pogos sdo lavados e as substéncias ndo ligadas sao retiradas, um anticorpo
policlonal de detecc¢ado ligado a enzima especifico para IL-10 de rato é adicionado.
Uma nova lavagem é feita para remover qualquer reagente de enzima de anticorpo

nao ligado, entdo uma solugdo de substrato é adicionada aos pogos. A reagao



enzimatica produz um produto azul, que apds a adi¢gao da solugao de parada passa
apresentar coloracdo amarelo. A intensidade da cor medida é proporcional a
concentragcédo de IL-10 de rato ligada na etapa inicial. Os valores da amostra sao

entdo lidos na curva padréao.
2.5 Analise Histopatologica

Ao vigésimo primeiro dia pods-operatério (21PO), os animais de todos os
grupos experimentais foram eutanasiados e as articulagbes foram observadas
macroscopicamente. Para isso, os ratos foram anestesiados com Hidrocloridrato de
Cetamina (120 mg/kg) e Xilazina (40 mg/kg), por via intramuscular. Seguindo a
metodologia proposta, os fémures direitos de cada animal foram fixados em formol
tamponado a 10%, durante 48 horas. Apds a fixacdo, o osso foi processado de
acordo com as técnicas histologicas de rotina para inclusdo em parafina, e corados
pela hematoxilina-eosina (HE), Azul de Toluidina e Mallory. Laminas coradas com
Azul de Toluidina e HE foram utilizadas para quantificar os danos da cartilagem
relacionados a OA, alteracbes morfolégicas e ortocromaticas. Cada bloco/secgao
padrao, para avaliagado do grau, estagio, foi confinado a uma superficie articular com
a presenga de tecidos subjacentes de um dos compartimentos da articulagdo do
joelho que, neste trabalho, correspondeu ao condilo femoral medial (figura 1). A
secao se estendeu horizontalmente de uma borda da articulagdo até a outra e, em
profundidade, da superficie articular até abaixo da placa 6ssea articular (PRITZKER
et al., 2006). As fotomicrografias foram obtidas em microscopio de luz com captura
de imagens. Os dados foram analisados a partir de observagao direta das laminas
histolégicas, comparando-se a histologia do tecido 6sseo e cartilagem através das
analises de imagens capturadas dos animais de cada grupo. A classificagao
histopatolégica foi realizada de acordo com a “classificagdo histopatoldgica da
Osteoarthritis Research Society International’ — OARSI- (PRITZKER et al., 2006).
Os dados mensurados foram submetidos as analises estatisticas.

A variavel celularidade foi avaliada qualitativamente a partir dos cortes
corados com HE e graduada conforme a tabela utilizada (Anexo1). Os cortes
histolégicos foram avaliados campo a campo com aumento de 40x. Considerou-se
hipercelularidade o corte histolégico que continha dois campos com a celularidade

aumentada e, a partir de trés campos, foi considerada hipercelularidade difusa.



Nesse item, a graduacédo da tabela segue a sequéncia dos eventos descritos que
ocorrem com a celularidade apos o dano a cartilagem articular. Apds a lesdo ocorre
uma migragao parcial dos condrdcitos através da matriz extracelular, seguida por
proliferagdo celular e posterior morte celular (Angel et al., 2003; Clements et al.,
2004), representada pela seguinte sequéncia: normal, hipercelularidade,
hipercelularidade difusa, e hipocelularidade. Para analise da espessura da
cartilagem articular, foi utilizada a morfometria. Foram feitas fotos em um aumento
de 40x, utilizando o software ASL X (Leica), ao longo de toda a extensdo da
cartilagem articular do condilo femoral. Para verificagdo da espessura, foi realizada
uma medida central, desde o osso subcondral até a superficie da cartilagem e, a
partir dessa, mais duas outras avaliagdes para a esquerda e para a direita foram
feitas a cada 300 ym, contabilizando 5 imagens. Calculado a média aritmética das 5
medidas de cada individuo , obtemos a média da espessura da cartilagem articular.
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Figura 1 — Corte longitudinal joelho esquerdo. Lamina histolégica abordando as
superficies articulares do joelho esquerdo em corte coronal sendo destacado o
condilofemural medial e estruturas adjacentes utilizadas neste estudo (A). Area em
destaque, lamina histolégica do cdéndilo femural medial ilustrando as camadas
formadoras da cartilagem articular (B). Coloracdo Mallory. (A) Aumento 4x, (B)
Aumento 40x. Fonte: Arquivo do autor.



2.6 Parametros Hematolégicos

Foi avaliado durante o experimento, parametros sanguineos entre 0os grupos,
coletado por meio de puncdo venosa, sendo abordados os constituintes das séries,
vermelha e branca. Na série vermelha foi realizado a dosagem de hemograma,
concentracdo de hemoglobina (g/dL-1) e hematodcrito(%), valor corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e a concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM), leitura feita em aparelno ABX Micros 60. Na série
branca , leucdcitos totais e seus subtipos. O material foi coletado no 7 e 21PO,
agregando ao estudo uma avaliagdo pormenorizada da saude dos animais que se
encontravam em pos operatoério e cativeiro e as possiveis correlagdes com o quadro
degenerativo articular que se encontrava em curso. As extensdes sanguineas para

diferenciar os leucocitos foram preparadas e coradas com Pandético.

2.7 Analise estatistica

Os valores de todos os parametros foram expressos, com média + desvio
padrdao. A analise estatistica das variaveis foi pelo p teste ndo paramétrico de
Kruskal-Wallis, onde as médias foram comparadas pelo teste de Wilcoxon-Mann-
Whitney, a 95 % de significancia. Estas analises ocorreram com o software Graph
Pad Instat.

3 RESULTADO

Apos a cirurgia, os animais foram avaliados diariamente durante o periodo do
experimento, nao identificando macroscopicamente fatores que influenciaram
negativamente no reparo da cicatrizagdo, todos apresentaram satisfatoria
recuperacdo sem complicagdes de natureza infecciosa. Ao vigésimo primeiro dia de
pos-operatorio, os joelhos de alguns animais apresentaram hipotrofia na
musculatura da coxa submetida a TLCA quando comparada a coxa contra lateral
(Figura 2).



A

Figura 2 - Inspegdo dos membros inferiores 21PO. (A), Membro inferior
esquerdo normotréfico (B), Membro inferior direito Hipotrofico (C). Atrofia da
musculatura do quadriceps indicado pela seta (+). Fonte: Elaborada pelo autor

3.1Andlise dos Parametros Hematolégicos

Os valores médios dos parametros hematoldgicos, série vermelha, dos
grupos teste e controle estdo apresentados na tabela 01.



Tabela 1- Valores médios com desvio padrao dos parédmetros hematoldgicos da
série Vermelha, eritrograma, ao 7° e 21° dias pos operatorio (PO) de TLCA.

CTR SF CLO

7PO 21PO 7PO 21PO 7PO 21PO
RBC(10%mm3) 6,68+0,9 6,39+0,47 6,52+0,93 6,68+0,86 6,34+1 6,267+1,27
Hematocrito(%) 39,245,94 38,7+2,24  40,5+1,1 39,8+4,04 38,6+4,3 37,7+6,6
Hemoglobina(g/dl) 16,91+2,8 15,620,844 17,1+0,86 15,1+1,39 15,840,569 13,9+1,81
HCM(pg) 254721 24,50+1,3  27,50+3,5 22,74+1,5  25,04+2,3 22,60+1,98
VCM(f) 58,77+2,4 60,70+2,4 60,61+4,4 59,83+3,3 60,50+4,8 60,70+2,55
CHCM(%) 0,43+0,03 0,40+0,02 0,43+0,02 0,38+0,01  0,415+0,0 0,371+0,01

N&o houve significancia estatistica dos valores encontrados na série vermelha

entre os diversos grupos estudados.

Na série branca, observou-se diminuicdo dos leucdcitos totais nos grupos
CTR e SF quando comparado a primeira amostra a segunda amostra. Ainda na
primeira amostra observou-se diferenga nos valores absolutos dos leucocitos
encontrados entre os grupos que receberam infiltragdo com solugao fisioldgica e o

que recebeu o clodronato lipossoma (Figura 3). Quanto aos subtipos houve maior

presenca de linfocitos com relagéo a outros tipos de leucécitos (Figura 4).
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Figura 3 Grafico com valores absolutos dos leucdcitos aos 7° e 21° PO.
*Alteragéo dos valores dos leucdcitos totais do CTR 7POxCLO7PO (P<0,05)
**Alteragédo dos valores dos leucocitos totais do SF 7POxCLO7PO (P<0,001)
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Figura 4 Grafico com as porcentagens dos diferentes tipos celulares que compde os
leucdcitos nos grupos estudados, sendo os linfocitos a célula com maior
predominancia.

3.2 Analise Imunoenzimatica

3.2.1 CTX-lI

A deteccdo da concentragdo média sérica do telepeptideo C do colageno tipo
Il da cartilagem articular dos animais dos grupos CTR, SF e CLO nos periodos

estudados estdo representados na Figura 5.
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Eigura 5- Dosagem da concentracdo média de CTXIl nos grupos estudados ao 7° e 21°

Ao sétimo dia pos-transeccdo do LCA, os grupos CTR, SF, e CLO
apresentaram concentragdes diferentes entre si, tendo o grupo SF (0,082 + 0,011)
maior concentragdo que o grupo CTR (0,077 £ 0,016), e o CTR maior concentragao
de CTXIl que o grupo CLO (0,071 £ 0,011) porém sem relevancia estatistica. Apds
21dias da transeccdo do LCA, os grupos apresentaram alteracbes em suas
concentragbes com discreto aumento nos grupos CTR (0,080 + 0,007) e CLO
(0,078+ 0,006) e queda no grupo SF (0,074 £ 0,009), porém sem significancia
estatistica.

Na figura 6, apos o 7° dia da TLCA, o grupo CLO apresentou aumento médio
da CTXII, superior ao grupo SF e ao grupo CTR para o periodo analisado, porém
sem diferenga estatistica (P=0,742) quando analisado no tempo total do

experimento.
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Figura 6- Concentragdo média de CTXIl por grupo nos periodos
estudados.

3.2.2 1L-10

O sangue dos ratos foi coletado ao fim do experimento (21PO) e o soro
utilizado para a avaliagado da produgao da citocina anti-inflamataéria IL-10 por meio da
técnica de ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). O experimento
para deteccdo da IL-10 ndo identificou diferengcas estatisticas entre os grupos
estudados (Figura 7).
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Figura 7- Concentracdo de IL 10, no 21PO nos diversos grupos estudados.



3.3 Andlise Histologica

3.3.1 Espessura da Cartilagem Articular

A espessura da cartilagem articular medida na area de contato do fémur dos
grupos SF e CLOD em relagdo ao grupo controle apdés os 21 dias de TLCA e 4
semanas da administracao do clodronato lipossoma e da solugao fisiolégica, nao

demonstraram diferencgas significativas (Figura8).
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Figura 8-Corte coronal do condilo de fémures de ratos submetidos a OA induzida
por TLCA. Espessura total da superficie articular no 21° PO. Espessura de animal
do grupo CLO (A); espessura total da cartilagem do grupo SF (B); medida de
cartilagem do grupo CTR(C) ; grafico demonstrando as medidas médias das
cartilagens articulares dos gruposestudados(D). (*)Barra demonstrando a
espessura total da cartilagem articular. Aumento 40X. Coloragao HE.

3.3.2 Avaliagao Histopatolégica da Osteoartrite

Na avaliagdo histolégica da cartilagem articular do céndilo direito, as lesdes
encontradas eram discretas a moderadas e estavam distribuidas aleatoriamente na

cartilagem, no entanto, as lesbes mais graves encontravam-se na regiao central



correspondente a regido de maior carga. As lesdes encontradas na cartilagem
articular apresentaram irregularidades na superficie, de distribui¢do difusa, fibrilagao
moderada e fissuras discretas da cartilagem, principalmente, presentes na zona
superficial e de transicdo, necrose de condrécitos, desorganizagao das fileiras de
condrocitos, duplicagbes de “Tide Mark” e aglomerados de condrocitos. Aplicamos o
score Osteoarthritis Research Society International (OARSI) como instrumento para
avaliar o dano condral e sua progresséo.

A tabela 2 apresenta os diferentes graus e estagios da Osteoartrite
observados na articulagdo dos varios grupos, utilizando a classificagédo da (OARSI)
(Anexo 2).

Tabela 2- Classificagéo histopatologica para osteoartrite segundo critérios OARSI

CTR SF CLO
Grau 1(1-1) 3(1,5-5) 2(2,5-1)
Estagio 1(0-1) 2(1-3) 2(3-1)
Score 1(0-1) 6(1,5-15)* 3(7,5-1)*

Valores: Mediana (Maior-Menor valor).
*Diferencga estatisticamente relevante CTR x SF (P>0,05)
** Diferenca estatistica relevante SF x CLO (P>0,01)

Os animais submetidos a TLCA que receberam infiltragdo intra-articular de
clodronato lipossoma, grupo CLO, apresentaram significativamente menor dano
articular (P<0,05) que os animais tratados com solugao fisiologica..

A Figura 9 ilustra a cartilagem articular de animais dos grupos CLO e SF
submetidos a TLCA, e eutanasiados apos o 21PO.



Figura 9- Lamina corte frontal joelho de joelhos de ratos com OA |ndu2|da por TLCA.
(A)Corte coronal do céndilo do fémur grupo CLO , mostrando uma distribuicdo de
condrdcitos (seta) normal presenga da "Tide Mark" (TM) com a camada camada
superficial integra sem fibrilagdo junto a superficie articular (SA); (B) Corte coronal do
condilo de fémur do grupo SF mostrando Fibrilagdo da camada superficial (FI) tecido de
granulagéo (seta) e morte de condrocitos, “Tide Mark” (TM). Na imagem ainda
observamos observamos a transigdo da camada calcificada com o osso subcondral(OS)
e toda a espessura da cartilagem articular (Asterisco). Aumento 40X. Coloragéao HE.

A FIGURA10, ilustra a analise da ortocromasia com preservacgao e perda dos
proteoglicanos da matriz extracelular nas camadas superficiais e profundas da

cartilagem articular.

Figura 10 Corte demonstrando a ortocromasia da camada superf|C|aI da cartllagem
articular , coloragédo Azul de Toluidina (A) Preservacao dos proteoglicanos com a
manutengéo da coloragao azul; (B) Perda de coloragao em decorréncia da perda de
proteoglicanos (asterisco) podemos observar também a duplicagcao de “Tide Mark “.
Coloracao Azul de Toluidina. Aumento 40X.

3.3.3 Avaliagao da Celularidade



A Figural1, ilustra os resultados da classificagcdo histomorfologica da

celularidade nos grupos estudados.
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Figura 11- Distribuicdo da classificacdo da celularidade.

Quando comparada a celularidade entre os diferentes grupos, foi observado
que apenas o grupo CTR apresentou celularidade significativamente normal,
conforme ilustrado na Figura 12A.

No grupo SF alguns animais apresentaram hipocelularidade (grau 3)
conforme ilustrado na Figura 12D, porém o predominio foi de hipercelularidade, grau
2, como demonstra a Figura 12C. No grupo CLO observou-se animais com
celularidade normal, grupo 0O, e outros com presenca de hipercelularida de grau 1,
tendo predominado este ultimo, Figura12B.



Figura 12- Corte coronal da superficie articular dos fémures de ratos Wistar
ilustrando os padrdes de celularidade encontrados. (A) Normocelularidade, (B)
Hipercelularidade classificagdo Grau 1, (C) Hipercelularidade difusa classificagéo
grau 2, (D) Hipocelularidade classificagao grau 3. Aumento 40X. Coloragao HE;

4 DISCUSSAO

A atrofia muscular nos animais submetidos a TLCA foi um sinal clinico
relevante que nos despertou interesse em buscar evidéncias que apontassem uma
correlacdo entre esta e o procedimento adotado no experimento. Este achado vem
de encontro ao que descreve a literatura atual na qual o processo de implantagado da
osteoartrose do joelho induzida por TLCA em ratos promove um remodelamento da
jungdo neuromuscular com atrofia dos musculos quadriceps e tibial anterior,
associados a sinais inflamatérios e alteragdes na marcha e na expressao de genes e
proteinas musculares (CUNHA, J.E.; BARBOSA,G.M.; CASTRO, P.A.T.d.S. et al,,
2019). Outra explicagao para este € a atrofia por desuso. Silva Junior (2007) relata

que animais submetidos a mesma técnica, apresentaram auséncia adequada de



apoio sobre 0 membro por um periodo de 2 semanas apos a cirurgia, fato este que
impacta diretamente na biomecanica do membro e atrofia muscular.

Na avaliagdo dos parametros hematologicos, os valores médios encontrados
para o hematdécrito, hemoglobina e seus derivados, apresentaram concordancia com
os parametros de normalidade descritos na literatura (LIMA, 2014), fato este que
demonstra ser a indugdo da OA por meio da cirurgia de TLCA um método seguro
quanto ao risco de sangramento, uma vez que nao ocasionou alteragbes
hematoldgicas significativas, mesmo se tratando de um procedimento invasivo.

Na série branca, a diminuigdo de leucécitos em todos os grupos,
provavelmente se deve a resposta humoral aos procedimentos invasivos aos quais
foram submetidos(LEE, J.Y;KIM,M.C.,2014), ja a diferenca entre os grupos CTR, SF
e o grupo CLO provavelmente esteja relacionado a administragdo do clodronato
encapsulado em lipossoma utilizada neste grupo, apresentando conformidade com
os relatos de Lee (2011).

A possibilidade de diagnostico precoce da OA por meio de um indicador
sérico, nos encorajou a investigar o efeito de um biomarcador sérico do produto da
clivagem do colageno tipo Il, o Telepepitideo C, designado aqui como CTX-Il. A
perda do equilibrio do mecanismo de degradagdo, remodelagdo da matriz
extracelular da cartilagem articular, ocasionando balango negativo de reparo, € um
importante sinal patolégico, e a capacidade de determinar estas alteragbes de
maneira precoce uma importante ferramenta para monitorizagdo da evolugdo e da
efetividade de agdes terapéuticas.

Visando reverter ou estabilizar este mecanismo, a utilizagdo da dosagem de
biomarcadores de lesdo condral como método de diagnostico e progndstico € algo
factivel sendo o CTX-Il urinario o marcador de metabolismo da cartilagem mais
estudado (NGUYEN et al., 2017), ja a dosagem sérica apresenta poucos relatos. A
degeneracgao da cartilagem articular, incluindo a degeneragédo das células e matriz
cartilaginosa, é a principal caracteristica patologica da OA e a CTX-ll urinaria ja
demonstrou ser util na determinagdo da gravidade das lesbes em artroses de
quadril, mao e joelho (GARNERO et al., 2003; JUNG et al., 2004; MEULENBELT et
al., 2006), porém, ainda nao foi possivel correlacionar com exatiddo qual

concentragcédo de CTX-Il sérico marca o inicio do quadro.



Como método para avaliacdo precoce da quebra da homeostase na matriz
extracelular da cartilagem, realizamos a mensuragdo da concentragdo média do
CTX-Il sérico e a possivel implicacdo na diminuicdo do dano articular quando
administrado clodronato lipossoma intra-articular. Em nosso modelo de OA induzida,
experimento de curto prazo, observamos um discreto aumento na concentragao de
CTX-II sérico no grupo SF, quando comparados ao grupo tratado CLO e grupo CTR,
embora as concentragdes medidas ao longo do experimento tenham sofrido
mudangas estas nao foram capazes de determinar alteragcbes estatisticamente
significativas, sendo estes resultados semelhantes aos encontradas por ZheBai
(2018) e Britzman (2018). Bin Bai e Yangi Li (2016) utilizando um modelo de OA
induzida por TLCA em coelhos, demonstrou que as concentragdes de CTX-I
aumentaram de maneira significativa somente a partir da quinta semana da
realizagdo da TLCA. Duclos (2010), utilizando o mesmo modelo animal, relata
aumento das concentracbes de CTX-lIl nas primeiras trés semanas, porém, ao
término da quarta semana, os grupos nado apresentavam diferencas estatisticas em
suas concentragdes médias. Entretanto em nosso experimento, na quarta semana
apos a infiltracdo do clodronato lipossoma, o grupo CLO apresentou concentragbes
de CTX-ll maiores que na segunda semana, constatamos que este achado se deve
a reducao da efetividade do clodronato, que ocorre apds trés semanas da infiltracéo
com o repovoamento por macréfagos na camada superficial da membrana sinovial e
suas implicagdes no controle de mediadores inflamatérios (VAN ROOIJEN et al.,
1994).

Embora a dosagem da concentragdo média da CTX-Il ndo tenha demonstrado
a eficiéncia esperada neste experimento de curta duragdo, as analises histolégicas,
corroboraram para validagdo do método de inducdo da OA e para a avaliacdo do
potencial efeito condroprotetor do clodronato lipossoma por meio da deplecdo de
macrofagos. O macréfago € um ator importante na produgdo de mediadores
inflamatorios e degradantes na sindvia. Em resposta a estimulos microambientais,
0os macrofagos podem ser ativados e adquirir habilidades funcionais distintas: M1
pré-inflamatério (macrofagos ativados classicamente) e M2 anti-inflamatério
(macrofagos ativados alternativamente) (S, GORDON et al., 2014). Este ultimo atua
especialmente na regulagdo dos TNF-a e IL-13 e suas consequentes respostas
inflamatodrias na OA (BONDENSON et al., 2006).



Os macrofagos M2, relacionados com resposta anti-inflamatdria, séo os
principais produtores de citocinas moduladoras do processo inflamatério como a
Interleucina 10, envolvidas no controle da inflamacéo e dano tecidual em varias
patologias e estdo associados a cronicidade nas doencgas infecciosas (MARTINEZ et
al.,2008;MOVAHEDI et al.,2010), fato que nos estimulou a dosar a concentragao
desta citocina no soro dos animais. O experimento para detec¢cao da IL-10 n&o
revelou alteragbes nas amostras analisadas. Diante do resultado obtido, é possivel
fazer pelo menos duas ponderagdes importantes. Primeiro, o resultado sugere que
nao existe produgao sistémica da citocina anti-inflamatéria IL-10 no periodo adotado
para a coleta no experimento, porém, seria importante avaliar se existe producéo da
citocina em um momento anterior ao analisado. O entendimento do padrdo de
producgao de citocinas anti-inflamatoérias € importante pois abre a perspectiva para a
realizacdo de intervengdes farmacologicas com o objetivo de modular o processo
inflamatdrio instaurado, e possiveis beneficios que estas apresentam no anabolismo
e reparagao tecidual. Um segundo ponto importante seria avaliar se existe a
producdo local de IL-10. Para isso, seria interessante realizar a coleta tanto do
lavado articular quanto do tecido. A analise do lavado e do tecido propriamente dito
permitira avaliar se a IL-10 esta presente dentro da capsula sinovial, bem como,
sinalizar quais células seriam as possiveis responsaveis pela sintese e liberacéo da
citocina.

Em varios modelos experimentais de artrite, foi demonstrado o papel
significativo dos Macr6fagos M1 na patologia articular (VAN LENT,1996; 1998). Ha
uma forte evidéncia na associagdo entre 0 numero de macrofagos na sindvia e a
progressdo do dano articular na artrite reumatdide humana (HARINGMAN, 2005),
entretanto nunca foi claramente estabelecida a proporcdo desta na OA, e em
experimentos de curta duragcdo, uma das diretrizes do presente estudo. Assim como
em Blom (2007), a utilizagdo da infiltracdo de clodronato intra-articular demonstrou
uma diminuicdo da gravidade dos achados histoldégicos quando comparados ao
grupo controle. Nossos dados mostraram uma pontuagdo menor neste grupo
quando aplicada a classificacdo histopatoldégica proposta pela Osteoarthritis
Research Society International (OARSI).

A avaliagdo da lesdo da cartilagem articular em modelos experimentais tem
sido tradicionalmente baseada no escore descrito por Mankin (1971). Contudo, a



reprodutibilidade e validade desse escore tém sido questionadas
(OSTERGAARD,1997; 1999), o que levou a OARSI a desenvolver um novo sistema
para avaliagdo histopatoldégica em estudos em OA (PRITZKER et al., 2006). Esse
sistema € mais simples de usar e permite uma avaliagdo mais detalhada dos
achados compativeis com OA na cartilagem. Ainda dentro da avaliag&o histologica,
observamos importantes alteragcbes na arquitetura celular e morfolégica das
camadas mais superficiais da cartilagem, porém, estas n&o se traduziram em
alteragdes da espessura da cartilagem total quando comparados os diversos grupos.
Nossas observagbes encontram suporte nos achados descritos por Dias (2012)
utilizando o mesmo modelo de OA induzida.

Mesmo que os resultados obtidos em modelos animais representem apenas
hipéteses a serem testadas em estudos clinicos, podem ajudar a esclarecer
controvérsias em relacdo a tratamentos e drogas, e, nesse sentido, os resultados
obtidos no presente trabalho fornecem evidéncias de que a metodologia empregada
foi adequada e novos estudos com maior tempo de experimento se fazem
necessarios para compreensao e maior conhecimento sobre a patologia.

Concluimos que o método de inducdo da osteoartrose pela técnica de seccao
do ligamento cruzado anterior é eficiente em promover alteragdes na cartilagem
articular em joelhos, sendo o modelo animal escolhido adequado a este tipo de
experimento que simula a doenga articular degenerativa, mesmo em experimentos
de curta duragado como este.

O uso do clodronato encapsulado em lipossoma demonstrou ter a
propriedade de atenuar as alteragbes histoldégicas da lesdo condral ocorrida no
modelo experimental adotado e que drogas capazes de bloquear a producédo de
mediadores inflamatérios em nivel da sinovial apresentam potencial promissor
necessitando estudos mais completos que abranjam mecanismos fisiologicos,
mecanicos e funcionais.

A dosagem da concentragdo do CTX-Il sérica, em experimento inferiores a
guatro semanas nao se mostrou método capaz de demonstrar de maneira precoce
os primeiros sinais de instalacido da osteoartrose no modelo animal escolhido, no
qual lesdes leves e moderadas que acometem as fases iniciais da doenca nao
encontraram suporte neste marcador, s6 podendo ser comprovadas por meio da

avaliag&o histologica.



A necessidade de obtengdo de métodos ndo invasivos que sejam capazes de
prever com exatiddo alteragdes estruturais antes mesmo do surgimento de sinais
radiolégicos € objeto de grande interesse no estudo da osteoartrose e possivel
agente modificador da historia natural da doenga, embora a histologia tenha validado
a proposta do estudo, novos trabalhos com metodologias capazes de realizar

diagnostico precoce e ndo invasivos se fazem necessarios.
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ANEXO |

Classificagdo da contagem celular

Células

Normal
Hipercelularidade
Hipercelularidade difusa
Hipocelularidade

WN -0




ANEXO I

CRITERIOS DA CLASSIFICAGAO OARSI

Grau(Caracteristica Principal) Subgrau (Opcional)

Critério de Associcdo( Reacdo Tecidual)

Grau 0: superficie intacta, Auséncia de Subtipo 0
cartilagem intacta

1.0 Células intactas

Grau 1: superficie intacta 1.5 Morte celular
Grau 2: Descontinuidade 2.0 Fibrilacdo através da
de superficie zona superficial

2.5 Abraséo superficial com
perda de matriz dentro da zona superficial

Grau 3: fissuras verticais ; ot
3.0 Fissuras simples

3.5 Fissuras ramificadas / complexas

4.0 Delaminacdo da
Grau 4: erosdo zona superficial

4.5 Escavacao da

zona média

5.0 Superficie 6ssea intacta
. 5.5 Superficie de tecido
Grau 5: desnudacdo reparador presente

6.0 Ostedfitos de margem
Grau 6: deformacéo articular

6.5 Margem articular e

osteofitos centrais

Cartilagem intacta néo envolvida

Matriz: zona superficial intacta, edema e / ou fibrilacao

Células: proliferacéo (clusters), hiperirofia
Reacdo deve ser maior que fibrilacdo superficial
apenas

Como acima
+Descontinuidade na zona superficial

+Deplecéo da colorac&o matriz cationica (Safranina O ou

Azul de Toluidina) superior 1/3 da cartilagem
(zona média)

+Dissorientacdo de colunas de condron
Como acima

+Deplecdo de coloracdo Catidnica (Safranina O ou Azul

de Toluidina) nos 2/3 inferiores da cartilagem
(zona profunda)

+ Formac&o de coldgeno Novo (microscopia de luz
polarizada, coloracao Picro Sirius Red)

Perda da matriz da cartilagem, formacéo de
cisto dentro da matriz da cartilagem

A superficie € osso esclerdtico ou tecido reparador,
incluindo fibrocartilagem

Remodelacdo dssea. Deformacao do contorno da
superficie articular (mais do que apenas formacio
de osteofito)

baracterizacéo do Estagio

_Estagio Porcentagem de envolvimento
Estégio 0 Sem OA visivel
Estagio 1 <10%
Estagio 2 10-25%
Estagio 3 25-50%
Estégio 4 =50%

Estédgio= Extensdo do acometimento da articulacao

Calculo do Score

Grau Estagio

S1 s2 S3 S4
G1 1 2 3 4
G2 2 4 6 8
G3 3 6 9 12
G4 4 8 12 16
G5 5 10 15 20
G6 6 12 18 24

Score= Grau x Estagio




