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Reproducao experimental da doenca articular degenerativa, pelo
método cirurgico associado a terapia condroprotetora, em ratos

Chondroprotectant therapy in rats with degenerative joint disease
experimentally transected cranial cruciate

Marcos Marini Melo'*; Paulo Ricardo Mallmann?; Dabila Araujo Sonego?;
Alessandro Tadeu Marques®; Gentil Ferreira Gongalves?*; Rosana Zanatta’;
Marcos Almeida Souza®; Pedro Eduardo Brandini Néspoli’; Roberto Lopes Souza®

Resumo

A osteoartrite (OA) ¢ a doenca articular mais comum em humanos e animais, 0 que ocasiona restricao
de movimentos e dor, na regido acometida. Tal enfermidade afeta mais de 25% dos humanos acima de 60
anos e, aos 70 anos, ela ¢ considerada universal. Estima-se que nos Estados Unidos da América, 20% ou
mais da populacdo canina ¢ acometida pela OA. O presente estudo tem como finalidade avaliar a terapia
medicamentosa (polisulfato de pentosano, betametasona e sulfato de condroitina/glucosamina), em um
modelo experimental de OA cirurgicamente induzido, em ratos. A doenga articular foi promovida pela
transeccao cirtrgica do ligamento cruzado cranial, sendo que, apds o procedimento cirurgico, 0s animais
foram mantidos e tratados por oito semanas. Foi realizada avaliacdo radiografica e tomografica antes e
oito semanas apos a indugao da osteoartrite. Todos os animais foram submetidos a eutandsia para analise
macroscopica e microscopica, que foram realizadas para avaliar a progressdo da enfermidade e a agdo
terapéutica. Na analise macroscopica foi observadas lesdes nos joelhos submetidos a indugcdo OA. Os
animais nao tratados apresentaram lesdes graves enquanto que, os animais tratados apresentaram lesdes leves
a moderadas. Concluiu-se que o polissulfato de pentosano ¢ eficiente no tratamento de lesdes articulares
iatrogénicas de ratos, uma vez que outros tratamentos nao mostraram qualquer diferenga significativa.
Palavras-chave: Osteoartrite, joelho, rato, polisulfato de pentosano, sulfato de condroitina, sulfato de
glucosamina, betametasona

Abstract

Osteoarthritis (OA) is the most common joint disease in both humans and animals, and it results in
movement restriction and pain at the affected area. This disorder affects more than 25% of people over
60 years of age, and it is considered universal for 70-year-old people. OA is estimated to affect over
20% of the canine population from the United States of America. The present study aimed to evaluate
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the treatment of rats that were surgically induced to OA using two different drug therapies, one with
pentosan polysulfate, one with betamethasone, and one with chondroitin sulfate/ glucosamine. In order
to produce joint disease, the cranial cruciate ligament was surgically transected. Animals were kept
and treated for eight days after surgery and were assessed via both radiographies and tomographies
taken before surgery and eight weeks later. All animals were euthanized having both macroscopic and
microscopic analysis performed to evaluate the disorder progression and therapeutic action. Macroscopic
analysis showed lesion in the knees subjected to OA induction. The untreated animals presented major
lesions whereas the treated ones presented mild to moderate lesions. In conclusion, pentosan polysulfate
is recommendable for the treatment of iatrogenic joint lesions in rats since the other treatments showed

no significant difference.

Key words: Osteoarthritis, knee, rat, pentosan polysulfate, chondroitin sulfate, chondroitin sulfate,

glucosamine, betamethasone

Introducio

A osteoartrite (OA) ¢ uma doenca articular
(DAD)
conhecida como osteoartrose.

degenerativa progressiva,  também
Apresenta alta
prevaléncia em humanos e animais, especialmente,
caninos, equinos e suinos, sendo considerada uma
das mais comuns nestas espécies (BROOKS,
2002; BIASI et al., 2005; SCOTT, 2007). OA ¢
um processo nao inflamatdrio, ndo infeccioso das
estruturas articulares, principalmente da cartilagem
articular (SCHAWARZ, 2008). As lesdes iniciam-
se pela perda da superficie regular e lisa da
cartilagem articular, podendo se estender até aos
processos reparativos e/ou formacao de ostedfitos

(TAKIZAWA et al., 2008).

A terapia da OA consiste em retardar ou diminuir
a evolucdo das lesdes na regido articular (INNES;
BARR; SHARIF, 2000), podendo requerer uma
abordagem medicamentosa e/ou cirtrgica. A terapia
medicamentosa inclui a associa¢do de farmacos,
como anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES),
glicocorticoides, analgésicos, nutracéuticos e
drogas modificadoras da osteoartrite (DMOASs)
(CALAMIAcetal.,2011). A terapia cirtirgica envolve
principalmente a curetagem da superficie articular
e estabilizacdo da articulagdo por restauragcdo da
ruptura do ligamento cruzado cranial (RLCCr), que
¢ uma das principais causas da OA (FERREIRA et
al., 2009).

A etiopatogenia da OA articular ¢ extremamente

complexa, sendo seu diagndstico clinico e

laboratorial geralmente realizado em um estagio
avanc¢ado, tornando o tratamento menos efetivo.
Este estudo experimental visa estabelecer a relagao
entre a progressdo e a terapia medicamentosa
relacionados a OA, principalmente no inicio da
lesao e do uso de alguns farmacos, tanto de acdo
anti-inflamatoria quanto nutracéutica,
avaliacdo por radiografia convencional e tomografia
“cone beam”.

perante

Metodologia
Animais

Este experimento foi executado nas dependéncias
do Laboratorio Experimental de Cirurgia e do
Laboratorio Patologia Veterinario da Universidade
Federal de Mato Grosso. O estudo experimental foi
aprovado pelo comité de ética n® 23108.002089/11-
8.

Para esta pesquisa, foram utilizados 20 ratos
Wistar machos, provenientes do Biotério Central
da UFMT. Os animais foram padronizados com o
peso entre 220 e 240g ¢ idade de trés meses. Antes
do inicio do experimento os animais ficaram em
gaiolas individuais, a temperatura constante de 22
+ 2 °C, com ciclo claro/escuro de 12 horas durante
duas semanas. Agua e ragdo foram fornecidas “ad
libitum”.

Apods o periodo de adaptagdo, realizou-se o
sorteio que separou 0s animais em quatro grupos
distintos e cada grupo com n=5.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 34, n. 3, p. 1217-1226, maio/jun. 2013
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Grupo Sulfato de Condroitina e Glucosamina:
os animais foram submetidos a transec¢do do
ligamento cruzado cranial (TLCCr) e posteriormente
tratados com sulfato de condroitina e glucosamina
500mg/kg pela via subcutanea (SC) com intervalo
de 72 horas durante oito semanas apds cirurgia.

Grupo Polisulfato de Pentosano: os animais
foram submetidos a TLCCr e posteriormente
tratados com polisulfato de pentosano 3mg/kg,
pela via SC com intervalo de 72 horas durante oito
semanas apos cirurgia.

Grupo Betametasona: animais submetidos a
TLCCr e posteriormente tratados com 25mg/kg
pela via intra-articular (IA) com intervalo de 72
horas durante oito semanas ap6s cirurgia.

Grupo Controle: animais submetidos a TLCCr
¢ posteriormente tratados com Solugdo Salina
0,3mL/animal pela via subcutanea com intervalo de
72 horas durante oito semanas apos cirurgia.

Inducdo OA e anestesia

A TLCCr foi baseada no modelo Pond e Nuki
(1973). No pds operatorio os ratos foram medicados
com 5Smg/kg de enrofloxacina pela via SC e com
cloridrato de morfina 3mg/kg pela via SC com
intervalo de 12 horas, durante trés dias. Os animais
foram submetidos a anestesia com Cetamina (60mg/
kg) e Xilazina (3mg/kg) administradas pela via
intraperitoneal (IP) (STEFEY, 1996).

Avaliagdo radiografica

Foi realizado o exame radiografico no periodo de
selecdo dos animais e apds o tratamento. O exame
radiografico com o uso de aparelho de radiografia
convencional Raicon SH 300D® e filme de
mamografia AD-M Fujifilm®. Cabe salientar que
houve necessidade de anestesiar os animais com o
mesmo protocolo anestésico realizado na indugao
da OA, sendo que os mesmos encontravam-se em

decubito dorsal na mesaradiografica. As radiografias
foram efetuadas em duas projecdes (ventro-dorsal
e latero-lateral) da articulagdo do joelho. A técnica
utilizada nos exames foi de 100MA, 67 Kv e 8
Mas. Todos os animais selecionados para o estudo
possuiam lesdes com escore 0 segundo Torelli et al.
(2004).

Avaliagdo tomografica

O exame tomografico foi realizado no aparelho
Kodak 9000 3D® no periodo de adaptacao e apds os
tratamentos. Previamente a tomografia, os animais
foram submetidos a anestesia com o protocolo
anestésico ja mencionado, e dispostos em decubito
dorsal, sobre uma calha de vidro tendo o membro
pélvico esquerdo estendido e fixado na haste do
tomoégrafo. Apds o posicionamento dos animais
realizou-se a calibragem do tomografo, seguido da
execucdo da tomografia do joelho acometido, que
permitiu a captura das imagens.

As imagens foram geradas com a utilizagdo
do programa Kodak Dental Imaging software 3D
module 2,4® e o emprego do protocolo de 63KV,
2,50mA, 10,80s e 46 mGy.cm? As tomografias
foram avaliadas sob o mesmo critério da avaliacdo
radiografica, no modelo de Torelli et al. (2004). O
corte da avaliacdo foi de 0,76um na secgdo obliqua,
o qual se permite visualizar a pega em 360° nos
planos horizontal e vertical.

Tais avaliagdes foram por meio de estudo
cego ¢ simples, que utilizaram como pardmetro
a classificacdo de Torelli et al. (2004), onde se
verificou a presenga e a intensidade das lesdes no
osso subcondral e na superficie articular (ostedfitos
e osteolise), com base em sua estrutura anatémica de
compartimentos: condilo femoral medial, condilo
medial lateral, plato tibial lateral, platd tibial medial
e troclea, obedecendo a escala de 0 a 3. Cada joelho
poderia obter a pontuacdo maxima de 30 pontos
(Tabela 1).

Semina: Ciéncias Agrérias, Londrina, v. 34, n. 3, p. 1217-1226, maio/jun. 2013

1219



1220

Melo, M. M. et al.

Tabelal. Niveis de escores crescentes e critério de uso nas avaliagdes radiograficas e tomograficas dos joelhos

submetidos a TLCCr.
ESCORE LESAO
0 Ausente Sem lesao
1 Leve Lesdo discreta, localizada e menos grave.
2 Moderado Lesdo generalizada, mas moderadamente grave.
3 Grave Lesdo generalizada e muito grave.

Fonte: Torelli et al. (2004).

Andlise estatistica

0)
inteiramente casualizado com cinco repeticdes em

experimento seguiu um delineamento
que os tratamentos se constituiam na aplicagdo dos
seguintes medicamentos: betametasona, sulfato de
condroitina e glucosamina, polisulfato de pentosano.

As andlises estatistica foram obtidas por meio
do software R® (2012), que utilizou o teste F, para
verificar a diferenca entre os tratamentos e o teste
de Scott-Knott para comparagdo de médias. Para
verificar as pressuposi¢des do teste F, foi realizado
o teste de Shapiro-wilk para normalidade dos
erros e do teste de Levene, foi adotado o nivel de
significancia de 5%.

Resultados e Discussao

Os achados radiograficos restringiram-se na
osteolise nos condilos medial e lateral (escore 2) e
com menor intensidade (escore 1) no plato tibilal
medial e lateral (Figura 1).

O grupo tratado com polisulfato de pentosano foi
0 que menos apresentou lesdes. J& os outros grupos
ndo apresentaram diferenca significativa quando
comparado com o grupo controle. O desempenho
terapéutico perante a avaliacdo radiografica ¢
apresentada na Figura 2.

Nas avaliagdes tomograficas “cone beam”
verificaram-se as mesmas lesdes descritas nos
achados radiograficos e também a presenca de

ostedfitos (escore 1) conforme figura 3.

Como na avaliagdo radiografica, o grupo tratado
com polisulfato de pentosano foi o que apresentou a

menor intensidade de lesdes. Os grupos medicados
com sulfato de condroitina e glucosamina e
betametasona ndo diferiram de forma significativa
(Figura 4).

Na avaliacdo de pequenas estruturas como
o joelho de ratos, a tomografia “cone beam”
demonstrou ser uma ferramenta de diagnostico por
imagem de maior precisdo, quando comparada a
radiografia convencional (Figura 5).

Na literatura a maioria dos estudos de OA
realizaram RX e TM em conjunto. Mcerlain et
al. (2008) induziram OA em ratos pelo método
cirargico e avaliaram a evolugdo da doenca
oito
Estes
autores descreveram que 92% dos ratos estudados

articular degenerativa durante semanas,

apenas pela micro-tomografia. mesmos
apresentaram lesoes radioluscentes nos condilos
femorais ¢ no platd tibial e 33% dos ratos
manifestaram calcificacdo do tenddo patelar. Os
resultados aqui apresentados ndo diferiram dos
encontrados por Mcerlain et al. (2008), exceto a

calcifica¢do do tendao patelar.

Torelli et al. (2004) desenvolveram um estudo
que induziu a OA em coelhos, por imobilizag¢ao do
membro pélvico, durante 12 semanas. Os animais
foram avaliados por exames de raio-x, micro-
tomografia e ressonancia magnética, em periodos
diferentes. Os achados radiograficos consistiram
em: diminui¢dao do espago intra-articular, osteolise
no osso subcondral (fémur e tibia) e calcificagdo do
tendao patelar. Enquanto isso, os achados da micro-
tomografia foram: ostedlise no osso subcondral
(fémur e tibia), ligeira diminui¢ao do espaco intra-
articular e ostedfitos marginais.

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 34, n. 3, p. 1217-1226, maio/jun. 2013
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Figura 1. Na imagem A observa-se articulagdo do joelho de rato saudavel. As imagens B e C representam o grupo
tratado com polisulfato de pentosano. As Imagens D e E correspondem aos animais medicados com sulfato de
condroitina e glucosamina. As imagens F ¢ G pertencem ao grupo medicado com betametasona. A imagem H pertence
ao grupo controle. As setas indicam lise da cartilagem articular e esclerose do osso sub-condral.

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Figura 2. A intensidade de lesdo obtida na avaliagdo radiografica em joelhos acometidos com OA segundo a
classificacdo de Torelli et al. (2004). Letras diferentes se diferem estatisticamente ao nivel de p<0,05.

Polis ulfato de pentosano A
5. condroitina e glucos amina-Aemr: .;.;..g. .;_j_| B
Betametasona —— | : B
concom-{TTITTCCCCTCNCOCT
23 T & & z 3

Fonte: Elaboragao dos autores.
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Figura 3. A imagem A demonstra uma tomografia “cone beam” no perfil lateral da articulagdo do joelho normal. Na
imagem B observa-se oste6lise no condilo. Na imagem C (ver setas) observa-se osteodlise no condilo femoral e no
plato tibial, além de apresentar ostedfito entre o condilo e platd tibial. Na imagem D e E observam-se osteélise no
condilo femoral. Na imagem F observa-se estedlise femoral e osteofito femoral.

3

10 mm :
A T T S e

D

Fonte: Elaboragdo dos autores.

Figura 4. A intensidade de lesdo obtida na avaliagdo tomografica em joelhos acometidos com OA segundo a
classificacao de Torelli et al. (2004). Letras diferentes se diferem estatisticamente ao nivel de p<0,05.
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Fonte: Elaboracdo dos autores.
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Figura 5. Comparagio da lesdo por meio RX e TM em distintos grupos terapéuticos.

CONTROLETM
CONTROLE RX

BETAMETASONA TM <f s
S CONDROITINA GLUCOSAMINA T™ <\

BETAMETASONA RX

S CONDROITINA GLUCOSAMINA RX
POLISULFATO DE PENTOSANO TM
POLISULFATO DE PENTOSANO RX

v vy vy ¥y ¥ ¥ v v T 1
01 2 3 456 7 8 9 10 11 12

Fonte: Elaboragdo dos autores.

O protocolo terap€utico com polisulfato
de pentosano inibiu a progressio da DAD. O
polisulfato de pentosano ¢ uma molécula semelhante
a heparina e tem-se atribuido a esta substancia o
aumento da vascularizagdo do osso subcondral
e conseqiientemente, o aporte de nutrientes a
cartilagem acometida pela DAD, o que favorece
o processo de cicatrizagdo segundo sugeriram
Budsberg et al. (2007). Como no estudo descrito
por Ghosh (1999) onde o polisulfato de pentosano
abrandou de maneira significante a evolugdo da
OA, provavelmente, os resultados favoraveis a
este farmaco se devem as suas propriedades anti-
trombotica, anti-inflamatéria e agdo fibrinolitica,
o que melhoraria o aporte sanguineo para o 0sso

subcondral trabecular.

Estudos sobre o plasma de caes com OA tém
demonstrado que eles tém uma capacidade reduzida
para dissolver codgulos de fibrina em comparacao
com o plasma de cdes ndo-osteoartriticas. Este
defeito na fibrindlise, medido como tempo de
lise do coagulo de euglobulina, contribui para a
trombose do osso subcondral periarticular e que
podem produzir dor e osteonecrose nas articulagdes
afetadas. Tratamento com polisulfato de pentosano
inje¢des (3mg/kg) em
semanais normalizaram o tempo de lise do codgulo

em quatro intervalos
de euglobulina em cdes OA. Este efeito foi ainda
evidente quatro semanas apds a ultima injecao.
(GHOSH; CHERAS, 2001).

Rogachefsky et al. (1993) induziram
experimentalmente a OA em caninos pelo modelo
Pond e Nuki (1973). Trés semanas apos a indugao,
iniciou-se o tratamento com polisulfato de pentosano
na dose de 2mg/kg durante trés semanas. Apds o
tratamento procedeu-se com avaliagdo macroscopica
da articulacao do joelho, que ndo houve presenga de
lesao significativa, quando comparada com o grupo
controle. Posteriormente houve analise histologica,
onde se verificou que o nivel de lesdo na cartilagem
do grupo tratado foi expressivamente inferior ao
do grupo controle. Além disso, constatou-se queda
brusca no nivel de metaloproteinase no grupo
medicado com polisulfato de pentosano, quando

comparado com o grupo controle.

Mcilwraith, Frisbie e Kawcak (2012) induziram
OA no carpo de equinos, onde se observou que,
naqueles animais tratados com polisulfato de
pentosano, houve menor intensidade de claudicacéo
quando comparado com os outros animais. Cabe
ainda ressaltar que, os achados microscopicos
como a fibrilagdo da cartilagem articular foi
substancialmente reduzida devido ao tratamento
com polisulfato de pentosano.

Segundo Papich (2009), o uso de o sulfato de
condroitina e glucosamina tem sua eficacia duvidosa
na terapéutica da OA. Em humanos, o sulfato de
condroitina ¢ glucosamina também tem seu uso
questionado, principalmente no que se refere a

Semina: Ciéncias Agrérias, Londrina, v. 34, n. 3, p. 1217-1226, maio/jun. 2013
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dosagem e via de administragdo (CALAMIA et al.,
2011).

No estudo experimental conduzido por Laverty
et al. (2005), realizado em éguas tratadas com
glucosamina, verificou-se o aumento significativo
do nivel sérico de glucosamina no liquido sinovial
e soro sanguineo até 12 horas apds a administragao
Segundo o estudo
por Volpi (2002), em humanos sadios que foram

medicamentosa. realizado
medicados com sulfato de condroitinabovinana dose
de 1500mg, apresentou o pico sérico plasmatico em
duas horas ap6s a administracdo do medicamento,
porém a sua biodisponibilidade perdurou somente
por quatro horas. O mesmo pesquisador repetiu o
estudo em humanos sadios medicados com sulfato
de condroitina oriunda de molusco na dose de
1500mg, onde revelou o mesmo tempo para atingir
0 pico sérico plasmatico. No entanto, diferenciou-
se no tempo de biodisponibilidade que chegou
a aproximadamente nove horas (VOLPI, 2003).
Ja o estudo realizado por Persiani et al. (2005)
em humanos sadios medicados com sulfato de
condroitina e glucosamina detectou absor¢ao de
90%, porém a biodisponibilidade do sulfato de
condroitina foi de 56%, sendo esta indesejada para
o tratamento de OA.

Com relacdo a betametasona intra-articular,
esta inibe o processo inflamatério intra-articular,
0o que confere a analgesia secundaria pela sua
acdo anti-inflamatoria (ALBANO et al., 2009).
Na medicina humana, no trabalho conduzido por
Hetland et al. (2006), os pacientes acometidos pela
doenga articular degenerativa foram tratados com
doses semanais de betametasona intra-articular
por 52 semanas, onde se verificou posteriormente
rapida melhora clinica e retardo na progressdo da
enfermidade. Em contrapartida, Horisawa et al.
(2002) afirmam que a infiltragdo intra-articular em
joelhos de coelhos com OA ocasiona como efeito
indesejado, a inibi¢do de mitose e deplecdo dos
condrocitos. Além do fato que, Habib e Safia (2009)
alertam para o uso cauteloso em diabéticos, pelo
risco de hiperglicemia.

Conclusao

Neste estudo, a tomografia possibilitou melhor
avaliacdo das articulagdes acometidas por OA
uma vez que, os joelhos avaliados obtiveram
uma pontuacdo maior quando comparada com a
avaliagdo radiografica.

Entre os tratamentos utilizados neste estudo,
o polisulfato de pentosano se mostrou com maior
eficacia no impedimento da progressdo da lesdo,
quando comparado com os tratamentos realizados.
Portanto, pode-se afirmar que o polisulfato de
pentosano demonstrou ser uma opgao terapéutica
promissora no tratamento das osteoartrites.
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