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RESUMO

SANTOS, Jodo Paulo Gongalves dos. Avaliagao do tratamento de lesdo condral
focal no condilo femoral medial em modelo experimental de tratamento com
cartilagem fragmentada em ratos Wistar. 2025, 100f. Dissertacdo (Mestrado) —

Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora, 2025.

Introdugao: As patologias da cartilagem articular sdo atualmente a principal causa
de incapacidade globalmente e diversos estudos vém sendo desenvolvidos na tentativa
de reduzir sua ocorréncia e sintomas, sendo os modelos animais fundamentais na
transicao dos achados in vitro para o uso in vivo. Objetivos: Descrever e validar um
modelo experimental animal de tratamento de lesdes condrais em ratos Wistar.
Metodologia: estudo experimental com 96 ratos machos da linhagem Wistar, divididos
em 4 grupos de acordo com o tratamento. Todos os animais foram submetidos a lesées
condrais bilateralmente em joelhos, sendo um dos joelhos utilizado como controle e o
outro tratado utilizando cartilagem fragmentada coberta com fascia muscular ou
membrana indutora de colageno e adi¢cdo ou ndo de Hidrogel Biocompdsito de Colageno.
Os animais foram avaliados quanto a parametros clinicos (peso, marcha e amplitude de
movimento), hematoldégicos e bioquimicos e quanto a excregdo urinaria de
glicosaminoglicanos por eletroforese em gel de agarose e quanto ao grau de regeneragao
da cartilagem em cortes histolégicos realizados apds eutanasia. Resultados: Nao houve
diferenca estatistica na marcha dos animais independente do tratamento realizado
(p=0,50). A amplitude de movimento de extensado piorou nos joelhos néo tratados
(0,351,75 vs. 3,7545,48; p<0,001), enquanto nos joelhos tratados houve aumento da
amplitude de movimento de extensao no periodo de seguimento pos cirurgia (0,42+2,01
vs. 0,00+0,00; p<0,001). A variagao do peso dos ratos ao longo do tempo foi diferente
entre os grupos de tratamento em fungdo do tempo de seguimento. Na analise
hematoldgica e bioquimica, foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos nos
leucdcitos (Fse2 = 10,441; p < 0,001), linfécitos (Fze2 = 5,039; p = 0,003), segmentados
(F392 = 2,882; p = 0,042), ALT (F39 = 4,130; p = 0,009), creatinina (Fsz92 = 8,568; p <
0,001), albumina (F392 = 4,290; p = 0,007) e proteinas totais (Fz92 = 9,873; p < 0,001). A
excrecao de glicosaminoglicanos foi similar entre os grupos, com maior excre¢gao uma
semana apos a cirurgia. A analise histolégica evidenciou regeneragéo da cartilagem com

melhores resultados com uso da membrana indutora de colageno. Conclusao: O modelo



animal proposto mostrou-se valido para analise de tratamento de lesdes condrais, sendo

reprodutivel e de baixo custo, corroborado pela analise histolégica, bioquimica e clinica.

Palavras-chave: Cartilagem. Osteoartrite do joelho. Modelos animais. Hidrogéis.
Glicosaminoglicanos. Eletroforese em gel de agar. Histologia. Regeneracgéao tecidual

dirigida. Engenharia tecidual.



ABSTRACT

SANTOS, Joao Paulo Gongalves dos. Evaluation of the treatment of focal chondral
lesion in the medial femoral condyle in an experimental model using fragmented
cartilage in Wistar rats. 2025, 100p. Dissertation (Master's) — Faculty of Medicine,

Federal University of Juiz de Fora, Juiz de Fora, 2025

Introduction: Articular cartilage pathologies are currently the leading cause of global
disability, and numerous studies are being developed in an attempt to reduce their
occurrence and symptoms. Animal models are fundamental in transitioning findings
from in vitro to in vivo use. Objectives: Describe and validate an experimental animal
model for the treatment of chondral lesions in Wistar rats. Methods: This experimental
study involved 96 male Wistar rats, divided into four groups according to the treatment.
All animals underwent bilateral chondral lesions in their knees, with one knee used as
a control and the other treated with minced cartilage covered with fascia or collagen-
inducing membrane and addition or not of Collagen Biocomposite Hydrogel. The
animals were evaluated for clinical parameters (weight, gait, and range of motion),
hematological and biochemical parameters, and urinary excretion of
glycosaminoglycans by agarose gel electrophoresis, as well as the degree of cartilage
regeneration in histological sections performed after euthanasia. Results: There was
no statistical difference in the gait of the animals regardless of the treatment performed
(p=0.50). The range of motion in extension worsened in untreated knees (0.35%£1.75
vs. 3.75+5.48; p<0.001), while in treated knees, there was an increase in the range of
motion in extension during the post-surgery follow-up period (0.42+2.01 vs. 0.00+0.00;
p<0.001). The weight variation of the rats over time differed between the treatment
groups depending on the follow-up time. In the hematological and biochemical
analysis, statistical differences were observed between the groups in leukocytes
(F3,92 =10.441; p < 0.001), lymphocytes (F3,92 = 5.039; p = 0.003), segmented cells
(F3,92 = 2.882; p = 0.042), ALT (F3,92 = 4.130; p = 0.009), creatinine (F3,92 = 8.568;
p < 0.001), albumin (F3,92 = 4.290; p = 0.007), and total proteins (F3,92 = 9.873; p <
0.001). The excretion of glycosaminoglycans was similar between the groups, with
higher excretion one week after surgery. Histological analysis showed cartilage
regeneration with better results using collagen-inducing membrane. Conclusion: The

proposed animal model proved to be valid for analyzing the treatment of chondral



lesions, being reproducible and low-cost, corroborated by histological, biochemical,

and clinical analysis.

Keywords: Cartilage. Knee osteoarthritis. Animal models. Hydrogels.
Glycosaminoglycans. Agarose gel electrophoresis. Histology. Directed tissue

regeneration. Tissue engineering.
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1 INTRODUGAO

As patologias da cartilagem articular, sobretudo a osteoartrite (OA), sao
atualmente a principal causa de incapacidade globalmente. Estima-se que haja 300
milhdes de pessoas no mundo convivendo com a doenca e seu custo anual estimado
supera os 300 bilhdes de doélares. (Abramoff & Caldera, 2019)

Diante dessa distribuicdo global, diversos estudos vém sendo desenvolvidos na
tentativa de reduzir a ocorréncia da OA e seus principais sintomas, como dor e perda de
funcdo, acelerando a busca por estratégias que promovam reparo ou regeneragao da
cartilagem com o desenvolvimento da engenharia de tecidos, especialmente nos ultimos
20 anos (Christensen et al., 2015; Pipino et al., 2017; Li et al., 2023)

Durante o processo de teste e introdugao de novos tratamentos na pratica clinica,
estudos em modelos animais sao fundamentais na transi¢do dos achados in vitro para o
uso in vivo. Diversos modelos animais vém sendo utilizados para estudo das lesdes
cartilaginosas, cada um com suas particularidades e beneficios especificos. (Chu et al.,
2010)

Em nossa Universidade, contamos com o apoio do Centro de Biologia da
Reproducdo (CBR-UFJF), o maior biotério de nossa regido, em que sdo realizados
diversos experimentos animais diariamente para analise de processos patoldgicos e
desenvolvimento de tratamentos clinicos e cirurgicos nas mais diversas areas. Em nosso
estudo, desenvolvemos e validamos um modelo animal para tratamento de lesdes

condrais focais em ratos da linhagem Wistar (Ratus norvegicus) do CBR-UFJF.

Outro fator importante do nosso estudo é a presenga do Hidrogel Biocompdsito de
Colageno (HBC), produzido no Laboratério de Glicoconjugados do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas (ICB-UFJF). Os hidrogéis vem sendo utilizados de forma cada vez mais
frequente como scaffolds para regeneragao tecidual da cartilagem e esse composto,
fabricado na nossa prépria Universidade, foi introduzido na nossa analise. Além do
hidrogel utilizamos uma membrana indutora de colageno como scaffold e avaliamos a

sinergia entre eles.

Com a validacdo de nosso modelo, adicionamos uma ampla gama de
possibilidades de pesquisa de tratamentos para cartilagem a serem realizados na nossa

Universidade e em colaboracdo com outros centros de pesquisa, 0 que nos permitira
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avancar cada vez mais no desenvolvimento de terapias que beneficiem os pacientes com

osteoartrite.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 CARTILAGEM ARTICULAR

A cartilagem articular, classificada como hialina, € um tecido conjuntivo
especializado, avascular e desprovido de terminagdes nervosas que recobre as
extremidades dos ossos nas articulagbes diartrodiais. Ela facilita o deslizamento e
movimento dos ossos, reduzindo o atrito, e permite a absorcdo de impactos nas
articulagcdes (Martel-Pelletier et al., 2008). A cartilagem sadia apresenta superficie

brilhante, lisa e densa. (Carballo et al., 2017)

Esse tecido é formado por escassa populacao de células, os condrdcitos, que
produzem e mantém uma abundante e complexa matriz extracelular. As propriedades
singulares desse tecido se devem a composicdao de sua matriz, formada por alta
concentragédo de proteoglicanos (PGs), principalmente agrecam, dispostos em meio a
uma intricada rede de fibras de colageno tipo Il (Venn, 1979; Carballo et al., 2017). Essas
moléculas apresentam alto grau de organizagéo, que difere da superficie da cartilagem
até suas zonas mais profundas, proximas ao osso subcondral. A cartilagem articular pode
ser dividida em quatro zonas com diferentes estruturas: a zona 1 ou superficial € mais
fina e apresenta fibras colagenas em orientagao tangencial, possui baixa concentragao
de PGs, e seus condrécitos sdo alongados, alinhados paralelamente a superficie
articular. Essa zona esta em contato direto com o liquido sinovial e é responsavel pela
maioria das propriedades biomecanicas que permitem com que a cartilagem resista as
forcas de tensdo e compressao quando a articulagado se desloca no movimento (Jasin,
1995); a zona 2 ou intermediaria possui condrocitos esféricos ou ovais dispostos
aleatoriamente, e as fibras de colageno apresentam-se menos organizadas. Na zona 3
ou profunda, os condrdcitos sdo mais volumosos e esféricos e encontram-se dispostos
em colunas, perpendicularmente a superficie articular, o que também ocorre com as
fiboras de colageno. Nas zonas intermediaria e profunda, os condrocitos séo
metabolicamente mais ativos. A zona 4 ou calcificada € a mais distante da superficie
articular e possui poucos condrocitos. Essa zona separa fisica € mecanicamente a
cartilagem hialina do osso subcondral, e tem como fungéo ancorar a cartilagem ao osso
(Cohen et al., 1998; Martel-Pelletier et al., 2008). A concentragao de colageno é maior na

zona superficial, diminuindo em 20% nas zonas superficial e profunda, enquanto a
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concentragéo de proteoglicanos € menor na zona superficial, aumentando em cerca de

50% nas zonas mais profundas (Figura 1) (Carballo et al., 2017)

Figura 1 — Composigao da cartilagem e suas camadas

»

Middle zone

Deep zone

Calcified Zone

Fonte: Carballo et al., 2017

Em termos de peso, a cartilagem é constituida em sua maior parte por agua e sais
minerais. O conteudo de agua atinge cerca de 80% na zona superficial e diminui
gradualmente ao longo das camadas mais profundas do tecido, chegando a
aproximadamente 65% na zona profunda. Conforme ja mencionado, os componentes
macromoleculares mais abundantes que compdem a matriz extracelular da cartilagem
articular séo colageno tipo Il e o PG agrecam (Martel-Pelletier et al., 2008). No entanto,
estdo presentes também outras proteinas, como a COMP (cartilage oligomeric matrix
protein) e outros tipos de colageno, e ainda outros PGs, como decorim, biglicam,
fiboromodulim, perlecam, CD44, sindecans e glipicans (Knudson & Knudson, 2001). A

Figura 2 apresenta um esquema contendo os principais PGs da cartilagem.

Para andlise histologica, a cartilagem articular € bem avaliada pelo método
Safranin-O/Fast green. A zona superficial tipicamente € corada pelo Fast green, nao
respondendo a Safranina e exibe uma fina camada de fibras colagenas com células
alongadas e arranjadas em orientagdo tangencial. Na camada média, a coloragao pela
Safranina mostra células redondas ou ovoéides com distribuicao aleatéria, enquanto na

zona profunda elas estao distribuidas em pequenas colunas. (Carballo et al., 2017)

Superficial zone

Subchondral bone
Cancellous bone
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Figura 2 — Proteoglicanos da cartilagem
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Fonte: (Knudson e Knudson, 2001), adaptado

2.2 OSTEOARTRITE

Varios tipos de lesbes e doengas podem afetar as articulagdes diartrodiais, como
bursite, luxagdo ou entorse e artrite. Essa ultima, a inflamagéo articular, se destaca,

causando dor, enrijecimento e efusao articular (Ambrose et al., 2024).

Osteoartrite (OA) é a forma mais comum de artrite € uma das principais doencgas
crénicas que afeta 0 homem e outros animais, como cavalo. (Richardson & Loinaz, 2007)
A incidéncia da doenga € alta em pessoas com mais de 65 anos, sendo responsavel por
grande impacto socioeconémico, pois € uma das maiores causas de dor e problemas
relacionados a mobilidade e perda funcional e acomete principalmente os joelhos,
quadris, coluna cervical e lombar, as articulagdes interfalangianas das maos e pés, e
ainda os pulsos, ombros e tornozelos, sendo a OA de joelho a segunda mais frequente
(Jordan et al., 2003).

Nos Estados Unidos estimava-se, em 2006, que 20 milhdes de pessoas eram
afetadas pela OA (Clegg et al., 2006). Em 2024, esse numero aumentou para 32,5

milhdes ou um a cada sete adultos (Ambrose et al., 2024). No Brasil, a OA atinge cerca
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de 4% da populagéo e apresenta a maior incidéncia (57,5%) entre as doencas articulares
(Senna et al., 2004). Estimativas mais recentes apontam cerca de 300 milhées de

individuos afetados globalmente (James et al., 2018)

A degradagédo e perda da cartilagem articular ocupam posi¢cdo central na
fisiopatologia da OA. A Figura 3 apresenta as principais altera¢des histopatolégicas que
acometem a cartilagem articular ao longo da evolugdo da OA. Nas primeiras etapas, ha
um aumento no conteudo de condroitin sulfato (CS) e na velocidade de sintese de PGs,
enquanto nas etapas mais avancadas da doencga observa-se queda na sintese e
concentracao de CS. Ocorre digestao da matriz da cartilagem com surgimento de fissuras
verticais (Madry et al., 2012).

Figura 3 — Principais altera¢des histopatoldgicas que ocorrem na cartilagem articular ao longo da
evolugdo da OA. O grau 1 é caracterizado por distor¢do moderada da superficie e edema da
cartilagem. No grau 2 perde-se pequenas porg¢des da superficie da cartilagem e formam-se
fissuras que se estendem para zona superficial. Nessa fase os condrocitos se aglomeram em
clusters, como resultado de divisao celular. Fissuras verticais que penetram na zona média da
cartilagem séo observadas no grau 3, quando é também observada desorganizagao dos
condrécitos e evidéncias de morte celular. O grau 4 é caracterizado por eroséo da cartilagem
articular.

S

gl

Fonte: Madry et al., 2012.

A OA de joelhos € a segunda mais comum, atras somente da OA de maos e
punhos, sendo mais comum no sexo feminino. (Litwic et al., 2013) A incidéncia em
populagdes americanas e europeias € semelhante, em torno de 20% dos individuos com
45 anos de idade e em torno de 40% dos individuos com mais de 80 anos (Bijlsma et al.,
2007), sendo ainda maior em paises em desenvolvimento. Estatisticas chinesas
evidenciam uma incidéncia até 3 vezes maior e com incidéncia maior em populagdes

rurais comparadas as urbanas. (Fransen et al., 2011)
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2.3 LESOES CONDRAIS

Lesbes condrais sdo provocadas por degradacdo da cartilagem articular, em
resposta a estimulos metabdlicos, genéticos, vasculares e traumaticos, sendo
subdivididas de acordo com a espessura acometida, que vao desde microlesao, lesdo
condral, até lesdo osteocondral envolvendo todas as camadas da cartilagem articular e
atingindo o osso subcondral. (Cavalcanti Filho et al., 2011) Em pacientes que apresentam
cartilagem saudavel, ocorrem principalmente apos lesbes traumaticas, microtraumas
repetitivos e em joelhos instaveis ou com desvio angulares. Apesar de algumas lesées
condrais serem assintomaticas, elas podem evoluir com degeneragéo da cartilagem e
osteoartrose. (Gabbi Filho et al., 2023)

As lesdes condrais e osteocondrais representam um desafio para o cirurgiao
ortopédico devido ao seu grau minimo de regeneracéao (Buckwalter et al., 2005; Guermazi
et al.,, 2017) e vem sendo mais diagnosticadas devido ao seu melhor entendimento e a
melhor qualidade dos exames de imagem disponiveis no meio médico, como a maior
disponibilidade da ressonancia magnética de alta resolugéo. (Widuchowski et al., 2007;
Flanigan et al., 2010)

As principais queixas dos pacientes sintomaticos acometidos com este tipo de
lesdo sédo dor e edema articular de repeticao (Flanigan et al., 2010; Montgomery et al.,
2014). Alguns pacientes podem se apresentar com sintomas de bloqueio mecanico
principalmente se houver um fragmento condral ou osteocondral livre na articulagéo
(Guermazi et al., 2017; Krych et. al., 2020).

Ao diagnosticarmos uma lesao condral, devemos classifica-la no tipo da lesdo e
no tamanho dela. As alteragdes macroscopicas foram classificadas por Outerbridge
(Figura 4), porém a classificagdo da Internacional Cartilage Regeneration and Joint
Preservation Society (ICRS) tem sido a mais utilizada recentemente (Brittberg & Winalski,
2003; Spahn et al., 2009). Grau 0: normal, Grau |: lesdes condrais superficiais, com
amolecimento ou pequenas fissuras, Grau II: Lesdes mais profundas com menos de 50%
de profundidade, Grau lll: lesbes com mais de 50% de profundidade, Grau IV: lesao

osteocondral.

Schreiner e colaboradores sugeriram um algoritmo para divisdo das estratégias

cirurgicas para o tratamento das lesbes da cartilagem articular baseada em trés “Rs”:
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reparo, restauragéo ou regeneracao. (Schreiner et al., 2020) As técnicas de reparo da
cartilagem tém como objetivo induzir a formagao de tecido no local do defeito condral ou
osteocondral através da estimulacdo de células locais e/ou do implante de células,
bioldgicos e/ou scaffolds no defeito, sendo as mais comuns a microfratura e o transplante
autélogo de condrocitos. As técnicas de restauracdo sao aquelas definidas como
procedimentos que substituem um defeito condral ou osteocondral com cartilagem hialina
funcional e osso subcondral, sendo o enxerto osteocondral autélogo e o transplante
osteocondral alégeno as técnicas que se enquadram sob essa definicdo. Ja as técnicas
de regeneragdao compreendem métodos de intervengédo que resultam na recapitulagéo

da cartilagem hialina funcional e do osso subcondral.

Para o tratamento de lesbes menores que 2 cm? o tratamento padréo ouro € a
mosaicoplastia, sendo a micro ou nanofratura uma opgao viavel. (Orth et al., 2015) Para
lesbes maiores que 2 cm? o uso de aloenxerto e a técnica de condrdcitos autdlogos
implantaveis (ACl) sdo as mais utilizadas. (Riboh et al., 2017) No entanto, ambas
possuem desvantagens, devido a baixa disponibilidade de tecidos de banco de tecidos,
(Zouzias & Bugbee, 2016) e ao alto custo da técnica ACI, que necessita de dois
procedimentos cirurgicos e de expansdo de células de condrécitos em laboratorio

superespecializado. (Aurich et al., 2017; Everhart et al., 2019)

Recentemente, a utilizagdo de tecido condral fragmentado vem sendo utilizado
como op¢ao cirurgica para realizagcdo do tratamento cirdrgico de lesdes osteocondrais
(Christensen et al., 2015; Salzmann et al., 2017)
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Figura 4: Classificagcdo de Outerbridge

Outerbridge

Classification Description Arthroscopic findings Histopathologic findings
0 Cartilage intact

| Superficial lesions

n Lesions extending down to <50% of cartilage depth

n Defects extending down >50% of cartilage depth

\Y Complete cartilage loss with defect through the

subchondral bone

Note: The histologic images are displayed with the cartilage facing upward and the subchondral bone downward.

Fonte: (Mederake et al., 2024, adaptado)

Esta técnica consiste em utilizar cartilagem autdloga fragmentada ou particulada
(“minced cartilage”, “particulate cartilage” ou “cartilage chips”), implantando-a diretamente
na lesédo condral ou osteocondral cobrindo cerca de 80% da area da les&o osteocondral
(Salzmann et al., 2017). Os fragmentos séo fixados com cola de fibrina podendo ser
cobertos ou ndo com uma membrana de colageno ou peridsteo. (Schneider et al., 2021).

A fragmentagéo induz a reparagao através da ativagdo de condrécitos na migragéao,
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proliferacéo e diferenciacao. (Ossendorff et al., 2023). Deve ser realizada de forma rapida,
evitando esmagar a cartilagem, o que reduziria a viabilidade celular. Quanto menor o
tamanho do fragmento, maior o potencial de proliferagao e diferenciagéo dos condrocitos.
(Ossendorff et al., 2023) As técnicas de fixacdo descritas envolvem: plasma rico em
plaquetas, cola de fibrina, membranas e uma combinagéo entre elas. Apresenta como
vantagens ser um procedimento em um unico estagio e que transplanta condrécitos e
matriz extracelular, podendo ser totalmente realizado por via artroscépica, rapido e
atrativo economicamente. (Salzmann et al., 2017). Entretanto, & limitado pelo tamanho
do defeito. (Schneider et al., 2021)

2.4 MODELOS ANIMAIS

O grande impacto econdmico da osteoartrite levou a uma busca por drogas e
tratamentos que possam minimizar os impactos da doenga na qualidade de vida dos
individuos. Em virtude das diversas apresentacdes clinicas da mesma, varios modelos
que induzem a osteoartrite através de dano direto a cartilagem, seja pela criagdo de
lesbes focais (Lind et al., 2008) ou pela inje¢cdo de agentes condrotédxicos (Clements et

al., 2009) foram testados em modelos animais.

Nos ultimos anos, o interesse no tratamento de lesbes focais aumentou
exponencialmente, com o desenvolvimento da engenharia de tecidos voltada para a
cartilagem. Para o desenvolvimento de novos scaffolds e terapias, o uso de modelos
animais in vivo € uma etapa fundamental para compreensao dos efeitos de terapias

testadas primariamente in vitro antes da translacao para estudos clinicos em humanos.

O tamanho da articulagdo e a espessura da cartilagem sao dois fatores
importantes a se analisar para testar a viabilidade dos modelos. Diversas espécies vém
sendo utilizadas desde entdo: camundongos, ratos, coelhos, caes, cabras, porcos e
cavalos se destacam como os modelos mais viaveis, de acordo dom suas

particularidades.

Os modelos em equinos possuem caracteristicas que se assemelham bastante
aos humanos: capacidade baixa de regeneracao e lesées de tamanho e profundidade
similares, além de atividade atlética, possibilidade de controle de carga, porém com alto
custo associado (Chu et al., 2010; Boyce et al., 2013).
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Os modelos com uso de roedores (camundongos e ratos) sao custo-efetivos e
amplamente utilizados. Suas principais limitagbes estdo relacionadas ao pequeno

tamanho da articulagéo e a presenga de uma cartilagem menos espessa.

Nos camundongos, essa cartilagem € extremamente fina, constituida de apenas
uma fina camada de células, o que pode conduzir a um erro de interpretagdo na
regeneracao de lesdes de pequeno didmetro. (Figura 5)

Figura 5 — Imagem de um corte histolégico de fémur distal de camundongo, destacando a
cartilagem articular muito fina, consistindo de finas e poucas camadas de células.

Fonte: Chu et al., 2010

O modelo animal em ratos tem a mesma vantagem econdmica dos modelos em
camundongos, porém o maior tamanho da articulagdo aumenta a viabilidade e
reprodutibilidade dos estudos com defeitos focais. Também é um modelo adequado para
teste iniciais in vivo de caracteristicas do processo degenerativo e do perfil de seguranga
de novos scaffolds e polimeros. (Ferretti et al., 2006). A cartilagem articular dos ratos &
mais espessa que a dos camundongos, porém menos espessa que a cartilagem humana,

podendo ser mais facil de lesionar, porém mais facil de reparar.
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2.5 CARTILAGEM FRAGMENTADA EM MODELOS IN VITRO E IN VIVO

A técnica de cartilagem fragmentada foi descrita, em sua primeira geragao,
por Albrecht e colaboradores em 1983, com uso de 75 joelhos de 46 coelhos. Os
autores compararam defeitos ndo tratados a defeitos tratados com cartilagem
fragmentada e uso de cola de fibrina por um periodo de até 40 semanas e concluiram
que, enquanto ndo houve formagao de cartilagem hialina no primeiro grupo, no
segundo havia proliferacdo de condrdcitos e a cartilagem se assemelhava a uma
cartilagem “juvenil”, com abundante suprimento de oxigénio e nutrientes, comparavel
a cartilagem antes do fechamento da placa fisaria (Albrecht et al., 1983).

Lu e colaboradores realizaram em 2006 um experimento com o uso de
cartilagem fragmentada retirada de humanos e bovinos submetida a meio de cultura
e posterior implantagcdo em camundongos e bodes. Na primeira fase, realizada in vitro,
a proliferagao de condrécitos foi escassa nos primeiros dias, se intensificando a partir
de 3 semanas e se tornando uniforme a partir de 6 semanas. Nos camundongos, o
tecido foi colocado junto a cavidade toracica e evidenciou a formagdo de novas
populagdes de condrocitos e formagao de matriz cartilaginosa. Nos bodes, a
implantacao foi na regiao troclear e, apds 6 meses os defeitos estavam preenchidos
por cartilagem hialina que demonstrava completa integracéo ao osso subcondral (Lu
et al., 2006).

Matsushita e colaboradores, em 2019, utilizaram 56 coelhos japoneses, que
foram submetidos a les&o condral focal de 6x4mm confeccionada por drilling e retirada
dos fragmentos de cartilagem, que foram cultivados in vitro, assim como realizada
cultura de condrécitos isolados. 38 coelhos foram tratados com uso de cartilagem
fragmentada ou cultura de condrécitos isolados e, em ambos, adicionado gel
atelocolageno. In vitro, a proliferagdo de condrécitos foi significativamente maior nos
grupos que utilizaram cartilagem fragmentada. Apds a eutanasia dos animais, os
joelhos foram analisados de acordo com a aparéncia macroscopica e
histologicamente e avaliados de acordo com o escore de Pineda (1992) (Tabela 1),
evidenciando uma melhora significativa nos grupos que utilizaram cartilagem

fragmentada (Matsushita et. al., 2019).
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Tabela 1 — Escore de Pineda

Filling of defect
125 %
100 %
75 %
50 %
25 %
0%
Reconstruction of osteochondral junction
Yes
Almost
Not close

A WON—=-O =

N = O

Matrix staining
Normal
Reduced staining
Significantly reduced staining
Faint staining
No stain

A WON-—=-O

Cell morphology
Normal
Most hyaline and fibrocartilage
Mostly fibrocartilage
Some fibrocartilage, but mostly nonchondrocytic cells
Nonchondrocytic cells only

A WON—=-O

Fonte: Pineda, 1992, adaptado

Além do escore de Pineda existem diversos escores descritos para avaliar a
regeneracao tecidual da cartilagem e estes sédo subdivididos em escores elementares:
Pineda (1992) e Wakitani (1994) (Tabela 2) e; escores complexos: O’Driscoll (1986),
Sellers (1997), Fortier (2022), ICRS-I (2001) e ICRS-Il (2010). Os estudos néo
evidenciaram diferenga na confiabilidade e reprodutibilidade entre os escores
elementares e complexos. (Orth et al., 2012; Ostegaard et al., 1999; Moojen et al.,
2002). Esses sistemas abordam diferentes aspectos da cartilagem, porém alguns

critérios sdo comuns a maioria deles - Figura 6. (Orth et al., 2016)
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Figura 6 — Aspectos da cartilagem abordados nos principais escores elementares e

complexos;
Cellular characteristics Surface Matrix staining Tissue integrity
O'Driscoll O'Driscoll ODriscoll O'Driscoll
Pineda Wakitani Pineda Sellers
Wakitani Sellers Wakitani
Sellers Fortier Sellers
Fortier Fortier
Defect filling \ / ‘/mtegration
g o O'Driscoll
Wakitani A Wakitani
Seles | > ' 3\“ i Forter
Fortier - .
¢/ Vg
Tidemark Adjacent
Sellers / \ cartilage
Fortier
O'Driscoll
Osteochondral Subchondral
junction bone
Pineda Sellers
Tissue Matrix staining Cellular Chondrocyte
morphology characteristics clustering
ICRS-II ICRS-I ICRS-I ICRS-II
ICRS-II ICRS-I
) ¥
Basal Surface
integration / N
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ICRS-II ICRS-I
\ ICRS-II
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ICRS-II L ICRS-II
Overall Subchondral =
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Mid/deep zone Cell viability
ICRS-I
ICRS-II ICRS-II ICRS-II ICRS-|

Fonte: Orth et al., 2016
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Tabela 2 — Escore de Wakitani

Cell morphology
Hyaline cartilage
Mostly hyaline cartilage
Mostly fibrocartilage
Mostly non-cartilage
Non-cartilage only

PON—=-O

Matrix staining (metachromasia)
Normal (compared with host adjacent cartilage)
Slightly reduced
Markedly reduced
No metachromatic stain

W -0

Surface regularity (total smooth area compared with entire area of
cartilage defect)

Smooth (> 3/4)

Moderate (> 1/2 - 3/4)

Irregular (1/4 - 1/2)

Severely irregular (< 1/4)

W -0

Thickness of cartilage (compared with that of surrounding cartilage)
>2/3
1/3-2/3
<1/3 2

Integration of donor with host adjacent cartilage
Both edges integrated 0
One end integrated
Neither edge integrated 2

-0

-t

Fonte: Wakitani, 1994, adaptado

2.6 HIDROGEIS

As estratégias de reparo para lesdes focais evoluiram significativamente nos
ultimos anos. Apesar de alguns resultados promissores, ainda apresentam diversas
limitagdes em relagédo a qualidade da cartilagem formada (Vega et al., 2018)

A busca por biomateriais que possam permitir o reparo da cartilagem com
qualidade levou a um grande interesse no desenvolvimento de hidrogéis para
utilizagao em engenharia tecidual. (Balakrishnan and Banerjee, 2011).

Hidrogéis sdo constituidos de redes polimeros tridimensionais altamente
porosos a nivel molecular, permitindo a difusdo de solutos e nutrientes. Permitem a
associacgao de diferentes tipos celulares, como condrécitos e células-tronco e o ajuste
de diversos parametros: polimeros, densidade, propriedades mecanicas e bioldgicas
que podem aumentar sua utilidade no reparo tecidual (Spiller et al., 2011). A
engenharia tecidual vem utilizando novas tecnologias no desenvolvimento dos

hidrogéis, como melhora do crosslink através de redes de polimeros mais estaveis,
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impressao 3D e melhor incorporacgao de sinalizadores e reguladores bioldgicos (Vega,
et al., 2018). Atencao especial vem sendo conferida na engenharia de tecidos aos
gradientes presentes em tecidos naturais, cujas propriedades regulam a morfologia e
comportamento celular, exercendo papel fundamental na reconstrugdo tecidual.
Pulsos eletromagnéticos e padronizagao Optica ja foram testados para mimetizar o
ambiente celular, mas ainda séo tecnologias pouco acessiveis e de alto custo. (Yu et
al., 2022; Li et al., 2023)

O efeito dos hidrogéis na formacgao de neocartilagem ja foi demonstrado em
alguns estudos, que indicaram que hidrogéis com colageno tipo Il em sua composig¢ao
induzem mais condrogénese em comparagao com hidrogéis de colageno tipo I. (Lu et
al., 2010; Nehrer et al., 1997).

Os hidrogéis podem ser utilizados como scaffolds acelulares ou com materiais
celulares. Independente da estratégia, o hidrogel deve integrar com os tecidos
adjacentes para permitir a produgéo de cartilagem. O hidrogel ideal deve obedecer as
seguintes caracteristicas: (1) oferecer componentes que mimetizem o crosslink entre
osso e cartilagem e gelificagdo adequada; (2) regular a condrogénese de células-
tronco (BMSCs) da medula 6ssea; (3) regular osteogénese por ossificagao
endocondral das BMSCs; (4) permitir integragao cartilagem-osso €; (5) permitir reparo
e regeneracgao in situ da cartilagem e osso subcondral. (Hua et al., 2022)

Os hidrogéis disponiveis no mercado auxiliam no reparo tecidual da cartilagem
através de adesao, proliferagdo e condrogénese de células-tronco encapsuladas,
regulando o microambiente inflamatorio no local da lesdo e promovendo deposigao de
matriz extracelular, GAGs, proteoglicanos e colageno tipo Il. (Wang et al., 2023)
(Figura 7)
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Figura 7 — Mecanismos de acao dos hidrogéis
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Fonte: Wang et al., 2023, adaptado

2.6.1 Hidrogel Biocompésito de Colageno

O hidrogel utilizado em nosso estudo foi desenvolvido no Laboratério de
Glicoconjugados do Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Juiz
de Fora (ICB-UFJF) partindo da metodologia segundo Sawkins e colaboradores
(2013) modificado, diferenciando o tipo de acido empregado na etapa de digestao

enzimatica da matriz extracelular (MEC) de cartilagem descelularizada.

Foi estipulado que a concentragao final de colageno no hidrogel seria de 10
mg/mL. Portanto, para isso, foi determinada que a proporg¢ao de colageno tipo Il para
colageno tipo | seria de 1:10.

Tomando como base a dosagem de colageno do tecido descelularizado, foi
calculado que para obter 1 mg/mL de colageno tipo Il era preciso digerir
enzimaticamente 17 mg de MEC descelularizada. Assim, 17 mg de MEC
descelularizada foi digerida em 1 mL de acido acético 0,5M com pepsina na proporgao
de 1:10, a 37°C por 96 horas ou até que nenhum pedacgo de matriz esteja visivel. Em
seguida, 9 mg de colageno tipo | extraido de tendao bovino foram adicionados a esta

solugcédo de matriz e homogeneizado.

O presente biomaterial é termossensivel e, portanto, sua gelificagdo ocorre por
mudanca de temperatura e, ainda, por mudancga de pH. Para isso, a solugdo de MEC
e colageno tipo | foi neutralizada (pH 7,0 a 7,6) com NaOH 5M utilizando 1/11 do

volume da digestdo e com PBS 10x, 1/9 do volume da digestdo, momento em que
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denominamos de pré-gel. O pré-gel foi gelificado, de fato, a 37°C em incubadora pelo

tempo necessario.

2.7 MEMBRANA DE COLAGENO

O tratamento de lesdes condrais focais sintomaticas classicamente se dividiu em
técnicas de estimulagdo da medular éssea, como as microfraturas e as técnicas de
implantagéo de condrdcitos autélogos (ACI) para defeitos maiores. Mais recentemente,
foi introduzida uma membrana acelular de colageno tipo I/lll associada as microfraturas,
cunhando o termo “condrogénese autdloga induzida por matriz” (AMIC). Suas
vantagens seriam uma possivel estabilizagdo do coagulo indutor da condrogénese no

defeito apds microfratura e melhora no reparo da cartilagem.

7

Nessa técnica, o defeito é preparado com a remocao de corpos livres,
desbridamento das bordas da lesdo, produzindo bordas regulares. Apds esse passo,
sao realizadas as microfraturas e a membrana é moldada e cortada de acordo com o
tamanho do defeito condral e acoplada, sendo fixada com suturas ou cola de fibrina.
Algumas membranas de colageno estéo disponiveis no mercado, sendo a mais utilizada
e consagrada com o nome comercial de Chondro-Gide®, de propriedade da empresa
Geistlich®.

Gao e colaboradores realizaram uma revisdo sistematica analisando se os
resultados clinicos da AMIC eram superiores ou similares aos da microfratura isolada e
a técnica ACI e se aspectos especificos do procedimento (p. ex. tipo de fixagdo da
membrana) influenciavam no resultado clinico final. 28 estudos foram incluidos na
revisdo final, porém poucos estudos realizavam a comparacido entre as técnicas,
tornando dificil tragcar um paralelo entre os diferentes tratamentos (Gao et al., 2019). No
Unico estudo comparando AMIC e ACI, ambas as técnicas tiveram resultados similares.
(Mancini et al., 2014)

Em relagao a técnica de fixagdo das membranas, a cola de fibrina, em teoria, pode
selar as perfuragdes do osso subcondral induzidas pelas microfraturas e interferir na
migragao de células mesenquimais pluripotentes para o defeito. (Brittberg et al., 1997)
A fixagdo com suturas fornece a melhor fixacdo para o scaffold, mas exige um

procedimento com artrotomia, enquanto a fixacado com cola de fibrina pode ser feita por
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via completamente artroscopica. (Sadlik et al., 2017). Apesar dessas diferencgas,
nenhum estudo ainda foi capaz de afirmar que exista diferenga no resultado clinico final

entre essas técnicas de fixagao.

2.8 EXCREGAO DE GLICOSAMINOGLICANOS (GAGs)

Como resultado do processo de degradacdo da cartilagem articular, seus
principais componentes — colageno, proteoglicanos e outras proteinas pode gerar
subprodutos que podem ser detectados no sangue, no liquido sinovial ou na urina. Esses
marcadores podem ajudar a quantificar o status da doenga e sua identificagdo pode

acelerar a descoberta de drogas modificadoras da historia natural da doenca.

A cartilagem contém alta concentracdo de glicosaminoglicanos (GAGs),
especialmente condroitin sulfato (CS) e heparan sulfato (HS). A maioria dos GAGs
presentes na urina tem origem sistémica, predominantemente CS em mamiferos. Apesar
disso, o CS nao se encontra presente no trato urinario (Pereira et al., 2004; de Lima et
al., 2005). Ademais, Michellacci e colaboradores demonstraram que CS administrado em
ratos é rapidamente excretado na urina (Michellacci et al., 1992), tornando o CS um

importante marcador de doenca articular.

O padrao-ouro para a deteccao e quantificagao dos glicosaminoglicanos urinarios
¢ a eletroforese em gel de agarose, conforme descrito por Michellacci. (Michellacci, 1989;
Baccarin, 2012). As amostras de urina devem ser diluidas, submetidas a coluna de Q-
Sepharose e precipitadas em alcool antes de reconstituidas e submetidas a eletroforese

em lamina com gel de agarose.

Baccarin e colaboradores analisaram a excrecdo urinaria de cavalos atléticos,
comparando animais saudaveis com animais com osteoartrite e os efeitos da
administragéo de CS e glucosamina (GIcN). A excrecao urinaria de GAGs foi aumentada
nos animais com osteoartrite, incluindo aqueles com osteoartrite leve. O tratamento com
CS + GlIcN levou a aumento prolongado da excregao de CS e KS, postulando que essa

excregao reflete o turnover dos proteoglicanos da matriz. (Baccarin et. al., 2012)
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3 OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo principal descrever um modelo animal de
tratamento de lesao condral focal do condilo femoral medial, realizado em ratos da

linhagem Wistar, com uso de cartilagem fragmentada.

Como objetivos secundarios, avaliamos a eficacia dos tratamentos na
regeneracao da cartilagem articular e as altera¢des bioquimicas durante o processo e
avaliamos o efeito do hidrogel biocompésito de colageno e da membrana de colageno no

processo de regeneragao.
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4 MATERIAIS

4.1 ETAPA DE EXPERIMENTAGAO ANIMAL

4.1.1 Animais

Foram utilizados 96 ratos Wistar (Ratus norvegicus), entre seis e oito semanas
de vida, todos provenientes do Centro de Biologia da Reproducgao, da Universidade
Federal de Juiz de Fora (CBR-UFJF) (Juiz de Fora, MG, Brasil)

4.1.2 Instrumentais cirurgicos

Estdo listados todos os materiais necessarios para a realizacdo de cada

procedimento cirurgico, intercambidveis entre os procedimentos e ndo descartaveis.

e Broca 2mm de didmetro (Western®, Sao Paulo, SP, Brasil)

e Cabo de bisturi (Rhosse®, Ribeirao Preto, SP, Brasil)

e Caixas individuais (ALESCO®, Monte-Mor, SP, Brasil)

e Caixas para cada grupo de 4 animais (ALESCO®, Monte-Mor, SP, Brasil)
e Cisalha reta (Rhosse®, Ribeirao Preto, SP, Brasil)

e Pinca anatémica (Rhosse®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil)

e Pipetas (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, Estados Unidos)

e Placa de Petri (Sigma-Aldrich Co.®, St. Louis, MO, Estados Unidos)

o Tesoura de Iris (Rhosse®, Ribeirdo Preto, SP, Brasil)

4.1.3 Materiais de uso unico por procedimento cirurgico

Os artigos a seguir sdao materiais de consumo que foram utilizados durante
cada procedimento, sendo necessarias novas unidades a cada procedimento, sendo
implantaveis ou ndo. Inclui também materiais necessarios para a manutengdo dos
animais durante o tempo do experimento, também de uso unico e materiais utilizados

na eutanasia dos animais.
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e Agulha hipodérmica 30x8mm (Becton-Dickinson®, Curitiba, PR, Brasil)

e Fios Nylon 5.0 Ethicon® (Johnson & Johnson®, Raritan, NJ, Estados Unidos)

e Frasco coletor universal 80mL (Firstlab®, Pinhais, PR, Brasil)

e (Gaze hidrdfila 13 fios (AMED S/A®, Curvelo, MG, Brasil)

e Lamina de bisturi n® 11 (Descarpack®, Sdo Gongalo, RJ, Brasil)

e Lamina de bisturi n® 15 (Descarpack®, Sao Gongalo, RJ, Brasil)

e Luvas de procedimento (Descarpack®, Sao Gongalo, RJ, Brasil)

e Maravalha (JR Maravalha®, Conchal, SP, Brasil)

e Membrana indutora de colageno Chondro-Gide® (Geistlich®, Wolhusen,
Suicga)

e Racgao Nuvilab® (Quimtia S/A®, Colombo, PR, Brasil)

e Seringa de plastico 10mL (Becton-Dickinson®, Curitiba, PR, Brasil)

e Tubo criogénico (Thermo Fisher Scientific®, Waltham, MA, Estados Unidos)

e Tubo para centrifugacao tipo Eppendorf 1,5mL (Thermo Fisher Scientific®,
Waltham, MA, Estados Unidos)

e Tubos para centrifugacdo tipo Falcon 15mL (Thermo Fisher Scientific®,
Waltham, MA, Estados Unidos)

4.1.4 Medicamentos e compostos quimicos

Todos os compostos a seguir foram utilizados durante ou logo apdés o
procedimento cirurgico, para assepsia, anestesia e/ou analgesia do paciente, bem

como para tratamento da lesao.

e Alcool etilico liquido 70% Asseptgel® (Start Quimica®, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil)

e Cloreto de sédio 0,9% (Baxter®, Deerfield, IL, Estados Unidos)

e Cloridrato de Cetamina 10% Cetamin® (Syntec®, Barueri, SP, Brasil)

e Cloridrato de Xilazina 2% Xilazin® (Syntec®, Barueri, SP, Brasil)

e Formaldeido (ACS Cientifica®, Sumarée, SP, Brasil)

e Hidrogel Biocompdsito de Colageno do Laboratério de Glicoconjugados da
UFJF (Juiz de Fora, MG, Brasil)
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e Isoflurano 100% Syntec® (Syntec®, Barueri, SP, Brasil)
e Meloxicam 0,2% Flamavet® (Agener Unidao®, Sdo Paulo, SP, Brasil)

e Oxigénio (O2) em cilindro (White Martins®, Contagem, MG, Brasil)

4.1.5 Equipamentos e Softwares

Todos os equipamentos a seguir foram utilizados durante o procedimento
cirargico ou para manutencdo dos animais durante o experimento, sendo parte do
material permanente do CBR-UFJF ou foram utilizados para a analise clinica e

estatistica.

e Celular Samsung® Galaxy S23® com camera (Samsung®, Suwon, Coreia do
Sul)

e Equipamento de anestesia veterinaria EZ-AF9000 Auto Flow System® (E-Z
Systems®, Palmer, PA, Estados Unidos)

e Estante climatizada a 22+2°C (ALESCO®, Monte-Mor, SP, Brasil)

e (Gaiola metabdlica com coletor de urina e fezes (Tecniplast®, Buguggiate, Italia)

e Mamadeira para ingesta hidrica com medidor (Tecniplast®, Buguggiate, Italia)

e Microretifica Western R-60® (Western®, Sao Paulo, SP, Brasil)

e Notebook ASUS Vivobook GO 15® (ASUS®, Taipei, Taiwan)

e Pacote Office 365 (Microsoft®, Redmond, WA, Estados Unidos)

e Placa aquecida (Peco Services Ltd®, Brough, Reino Unido)

e Software SPSS® versao 21.0 (IBM-SPSS Inc.®, Chicago, IL, Estados Unidos)

e Transferidor (Staedtler®, Barueri, SP, Brasil)

e Tubo de coleta para sorologia Vacuette® (Greiner Bio-One®, Americana, SP,
Brasil)

e Tudo EDTA K2 para hemograma (Labor Import®, Itajai, SC, Brasil)

e Tubos de ensaio de vidro (Sigma-Aldrich Co.®, St. Louis, MO, Estados Unidos)

e ULT Freezer Forma -86C Thermo Scientific® (Thermo Fisher Scientific®,
Waltham, MA, Estados Unidos)
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4.2 ETAPA LABORATORIAL — EXTRACAO DE GAGs URINARIOS

4.2.1 Reagentes e compostos quimicos

e Acido acético glacial PA (Exodo Cientifica®, Sumaré, SP, Brasil)

e Agarose (Bio-Rad Laboratories Inc.®, Hercules, CA, Espanha)

e Agua destilada

e Alcool isopropilico (Ascencio Industria e Comércio®, Novo Horizonte,
SP, Brasil)

e Azul de toluidina (Sigma-Aldrich Co.®, St. Louis, MO, Estados Unidos)

e Benzina retificada (Dindmica Quimica Contemporénea Ltda.®,
Indaiatuba, SP, Brasil)

e Brometo de N-cetil-N-N-N-trimetilaménio (Cetavlon 0,5%) — (Aldrich
Chemical Co. ® Milwaukee, WI, Estados Unidos)

e Cloreto de sddio cristalizado (Quimibras Industrias Quimicas, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil)

e Alcool etilico absoluto 99,8% (Halogenn®, Sao Paulo, SP, Brasil)

e Hidroxido de sédio (NaOH) (Vetec Quimica Fina®, Duque de Caxias, RJ,
Brasil)

e Mistura de padrdes condroitin sulfato, dermatan sulfato e heparan sulfato
(Laboratério de Glicoconjugados do ICB-UFJF, Juiz de Fora, MG, Brasil)

e Propilenodiamina (Sigma-Aldrich Co.®, St. Louis, MO, Estados Unidos)

e (Q-sepharose Fast Flow (Bio-Rad Laboratories Inc.®, Richmond, CA,
Estados Unidos)

4.2.2 Equipamentos

e Agitador de solu¢des AP 56 (Phoenix®, Araraquara, SP, Brasil)

e Centrifuga Excelsa Baby modelo 208N® (Fanem®, Guarulhos, SP,
Brasil)

e Colunas para cromatografia de troca ibnica com suporte

e Cuba de eletroforese de acrilico
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e Dessecador de vidro

e Fonte de eletroforese ISCO MODEL 494® (ISCO®, Bend, OR, Estados
Unidos)

e Freezer Bosch® a -20°C (Bosch®, Curitiba, PR, Brasil)

o Laminas de vidro de 1 mm de espessura, dimensdes de 10x7,5cm
(Geo-Quimica Ltda.®, Sao Paulo, SP, Brasil)

e Tubo para centrifugacdo tipo Eppendorf 1,5mL (Thermo Fisher
Scientific®, Waltham, MA, Estados Unidos)

e Tubos para centrifugacgéao tipo Falcon 15mL (Thermo Fisher Scientific®,
Waltham, MA, Estados Unidos)

4.3 ETAPA LABORATORIAL — ANALISE HISTOLOGICA

A analise histoldgica foi realizada no Departamento de Morfologia do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas da UFJF, com preparacdo histoldgica, descalcificagédo e

coloracgéo utilizando os seguintes reagentes e equipamentos:

4.3.1 Reagentes e compostos quimicos

o Acido nitrico (Alphatec®, Sao Bernardo do Campo, SP, Brasil)

e Agua destilada

e Alcool absoluto (Exodo Cientifica®, Sumaré, SP, Brasil)

e Corante Verde Luz (Vetec Quimica Fina®, Duque de Caxias, RJ, Brasil)

e Formaldeido (ACS Cientifica®, Sumaré, SP, Brasil)

¢ Hematoxilina (Quimibras Industrias Quimicas®, Rio de Janeiro, RJ, Brasil)
e Parafina (Alphatec®, Sao Bernardo do Campo, SP, Brasil)

e Corante Safranina-O (Hartman-Leddon®, Filadélfia, PA, Estados Unidos)
¢ Xilol (Alphatec®, S&o Bernardo do Campo, SP, Brasil)
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4.3.2 Equipamentos e Softwares

e Estufa a 60°C (Max Labor®, Presidente Prudente, SP, Brasil)

e Laminas para microscopia 26x76mm (Perfecta®, Sao Paulo, SP, Brasil)
e Laminulas (Perfecta®, Sao Paulo, SP, Brasil)

e Microscopio éptico Olympus® DP73 (Olympus®, Toéquio, Japéo)

e Micrétomo manual (Lupetec®, Sao Carlos, SP, Brasil)

e Placa resfriadora (Lupetec®, Sao Carlos, SP, Brasil)

e Software Olympus cellSens Dimension® (Olympus®, Téquio, Japao)

4.4 ETAPA LABORATORIAL — ANALISE BIOQUIMICA E HEMATOLOGICA

A andlise bioquimica e hematoldgica foi realizada no laboratério do CBR-UFJF,

utilizando os seguintes reagentes e equipamentos:

4.4.1 Reagentes e compostos quimicos

e Amostras de soro para realizagao dos testes bioquimicos

¢ Reagente bioquimico de Albumina (Roche®, Basiléia, Suica)

e Reagente bioquimico de ALT (Roche®, Basiléia, Suica)

e Reagente bioquimico de AST (Roche®, Basiléia, Suica)

e Reagente bioquimico de Creatinina (Roche®, Basiléia, Suiga)

¢ Reagente bioquimico de Fosfatase alcalina (Roche®, Basiléia, Suica)
e Reagente bioquimico de Proteinas totais (Roche®, Basiléia, Suica)

e Reagente bioquimico de Ureia (Roche®, Basiléia, Suica)

4.4.2 Equipamentos e Softwares

e Centrifuga Heraeus Megafuge 16R Thermo Scientific® (Thermo Fisher
Scientific®, Waltham, MA, Estados Unidos)

e Equipamento automatizado Cobas c¢111 (Roche®, Basiléia, Suiga)



Analisador automatizado de uso veterinario poch-100iV Diff (Sysmex®, Sao
José dos Pinhais, PR, Brasil)

Microscopia 6ptica para leitura de leucocitos Olympus® BX41 (Olympus®,
Toquio, Japao)

46
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5 METODOLOGIA

5.1 ETAPA DE EXPERIMENTAGAO ANIMAL

5.1.1 Procedimento cirurgico

Trata-se de um estudo experimental com utilizagdo de 96 ratos machos da
linhagem Wistar (Rattus norvegicus), entre 6-8 semanas de vida, provenientes do
Centro de Biologia da Reproducgéo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora. O
estudo foi protocolado e previamente aprovado pelo Comité de Etica Animal da
Universidade Federal de Juiz de Fora. (010/2022-CEUA UFJF).

Foi desenvolvido um modelo animal de cirurgia, baseado no modelo proposto
por Matsushita et al. e realizado em coelhos japoneses, com realizagao de leséo
condral focal no cbndilo femoral e tratamento com cartilagem fragmentada
(Matsushita, 2019). Algumas adaptacbes foram realizadas no modelo inicial para

permitir a realizacdo do procedimento em ratos.

Os animais foram divididos aleatoriamente em 04 grupos com 24 animais cada,
conforme a disponibilidade do biotério do CBR-UFJF e cada grupo foi subdividido em
trés subgrupos de acordo com o tempo entre a cirurgia e a eutanasia, que ocorreu
apos 4, 8 ou 12 semanas do primeiro procedimento. O joelho direito foi definido por
protocolo como o joelho controle, e todos os animais foram submetidos ao mesmo
procedimento cirurgico neste lado, com a confecgédo de uma lesao condral de 2mm de
diametro. No joelho esquerdo, além do procedimento cirurgico para confecgao da
lesédo, cada grupo foi submetido a um tratamento diferente. Em todos os grupos foi
utilizada a cartilagem fragmentada, coberta com fascia muscular (grupos F1 e F2) ou
membrana de colageno (grupos M1 e M2) e adicao do HBC nos grupos F2 e M2.
(Figura 8)

Os procedimentos cirurgicos foram realizados entre janeiro e dezembro de
2023 nas Salas de Experimentacdo Animal do CBR-UFJF, onde os animais foram
mantidos durante todo o experimento em caixas individuais, forradas com maravalha,
em ciclo de 12 horas claro/escuro e temperatura entre 20 e 25°C com administracao

de agua filtrada e a ragao Nuvilab® ad libitum.
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Para o procedimento, o animal foi submetido a anestesia intraperitoneal com
cetamina 10% (90mg/kg) associada a xilazina 2% (10mg/kg). Apds a anestesia, foi
realizada tricotomia na regiao inferior do abdome e em ambos os membros inferiores,
sendo o rato posicionado em decubito dorsal, submetido a anestesia inalatéria com
isoflurano e mantido em placa aquecida e com oxigenacao a 2L/min durante todo o

procedimento, com prote¢ao ocular com gaze umida.

Figura 8 — Divisao dos animais em grupos de tratamento e de eutanasia

Grupos de

Tratamento Eutanasia

Amostra

Grupo F1
24 animais

Fascia muscular

Grupo M1
24 animais
Membrana de colédgeno

96 ratos Wistar

Grupo F2
24 animais
Fascia muscular + HBC

Grupo M2

24 animais

Membrana de colageno +
HBC

8 animais: 4 semanas
8 animais: 8 semanas

8 animais: 12 semanas

8 animais: 4 semanas
8 animais: 8 semanas

8 animais: 12 semanas

8 animais: 4 semanas
8 animais: 8 semanas

8 animais: 12 semanas

8 animais: 4 semanas

8 animais: 8 semanas

8 animais: 12 semanas

Fonte: elaborado pelo autor

A assepsia do joelho direito foi realizada com alcool 70° e feita uma incisao
longitudinal mediana, com o joelho em extensdo, de aproximadamente 5cm de
comprimento, seguida de dissecg¢do do tecido subcutdneo, com exposigao da regiao
anterior do joelho. A abertura da capsula articular do joelho foi realizada por via
parapatelar medial (Figura 9) e com auxilio de uma pinga de dissecgéo a patela foi
luxada lateralmente. A seguir, o joelho foi fletido em 90°, permitindo a exposigdo de

ambos os céndilos femorais. (Figura 10)
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Figura 9 — acesso parapatelar medial

Figura 10 — luxagao lateral da patela com exposi¢do dos céndilos femorais

Com uma boa exposi¢cdo do condilo femoral medial foi realizada uma leséo
circunferencial na sua area de carga, com uma broca de 2mm de didmetro e com
profundidade até a exposi¢cao do osso subcondral, com auxilio de uma retifica de baixa
rotacao (Western®). (Figura 11) Com o auxilio da mesma broca, foram retirados
fragmentos de cartilagem de uma area doadora do mesmo joelho, extra-articular, na
regiao intercondilar do fémur. Os fragmentos de cartilagem retirados do local da lesédo
e da area doadora foram transportados a uma placa de Petri com cloreto de sédio

0,9% e separados de outros tecidos ndo-cartilaginosos.
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Figura 11 — confecgéo da lesdo com retifica e broca de 2mm

Na sequéncia, uma segao de aproximadamente 3x3mm da fascia lateral da
coxa do animal préxima ao joelho foi retirada. Em seguida, foi realizada a redugéo da
articulagdo femoropatelar e a capsula articular foi suturada com fio ndo-absorvivel de
nylon 5-0. O procedimento é encerrado com a sutura da pele com o mesmo fio de

sutura.

A seguir, 0 mesmo procedimento de assepsia foi realizado no joelho esquerdo
e o joelho incisado longitudinalmente em sua face anterior, seguido de acesso
parapatelar medial a articulagao e luxacgao lateral da patela, da mesma forma realizada
em joelho esquerdo. Assim como no joelho contralateral, foi realizada a flexdo com
exposicdo da area de carga do cobndilo medial e drillagem da lesdo com mesmo
diametro e profundidade bem como retirada de tecido cartilagineo da regiao
intercondilar extra-articular do joelho esquerdo. Todos os fragmentos retirados foram
transportados a placa de Petri com cloreto de sédio 0,9% e retirados tecidos n&o-

cartilaginosos que estejam aderidos.

Na etapa seguinte, fragmentos de cartilagem foram colocados como enxerto
preenchendo pelo menos 75% da area original da lesdo. A partir deste ponto, o
procedimento cirurgico se diferenciou entre os grupos, de acordo com o tratamento

utilizado. No grupo F1, a lesao foi coberta com o fragmento de fascia retirado da coxa
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do animal e essa fascia foi suturada ao joelho com suturas de fio ndo-absorvivel 5.0.
No grupo F2, a cartilagem fragmentada foi recoberta por um fragmento de membrana
precursora de colageno de origem animal (Chondro-Gide®, Geistlich®), também
suturada ao local com nylon 5-0. (Figura 12). Nos grupos M1 e M2, junto aos
fragmentos de cartilagem foi adicionado o HBC, produzido no Laboratério de
Glicoconjugados da UFJF, antes da cobertura da lesdo com fascia (M1) ou membrana
de colageno (M2).

Figura 12 — aplicagdo da membrana Chondro-Gide® sobre a lesédo

Por fim, a articulagcao patelofemoral foi reduzida e a capsula articular suturada
com fio ndo-absorvivel, bem como a pele. O procedimento completo em ambos os
joelhos foi realizado com tempo médio de 20 a 30 minutos. Ndo houve intercorréncias

durante os procedimentos.

A seguir, os animais foram levados para sala de recuperagdo anestésica,
ficando em observagao, por um técnico especializado e pelos cirurgides que
realizaram o ato cirdrgico. Analgesia pds-operatéria foi realizada com meloxicam
4mg/kg a cada 24h durante 3 dias.
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5.1.2 Avaliagao clinica

Os animais foram avaliados, no primeiro dia pés-operatério quanto ao peso e
no 3° dia pos-operatdrio quanto a amplitude de movimento e marcha. A marcha era
avaliada visualmente, pelo mesmo pesquisador em todos o0s animais e eram
verificadas a presenca de claudicacao e a capacidade do animal em apoiar o membro
e sustentar carga. A amplitude de movimento também foi analisada pelo mesmo
observador. O animal era colocado com restricdo mecanica dos membros dianteiros
e avaliada a amplitude de ambos os joelhos da flexdo maxima até a extensdo maxima
e retornando para flexdao maxima de forma passiva. Nova avaliagdo de todos esses

parametros foi realizada no dia da eutanasia, antes da mesma.

5.1.3 Gaiola metabodlica

Em cada subgrupo, quatro animais foram colocados em gaiola metabdlica uma
semana apos a cirurgia e trés dias antes da eutanasia. Os animais foram mantidos na
gaiola, em cada um dos dois periodos, com agua filtrada ad libitum e em jejum calérico
por periodo de 12 horas, sendo coletada toda urina do animal nesse periodo e
quantificada a ingesta hidrica. 1mL de urina de cada animal foi retirado e armazenado
em um tubo para centrifugagédo de 1,5mL. O restante foi armazenado em freezer do
CBR a -80°C para avaliagao da excrecao de GAGs, até o momento da analise, que

foi realizada no Laboratério de Glicoconjugados do ICB-UFJF.

5.1.4 Eutanasia

Em cada grupo, um terco dos animais foi eutanasiado apds 4 semanas do
procedimento, um terco apdés 8 semanas e um ultimo ter¢o apds 12 semanas. A
eutanasia ocorreu por sobredosagem da associacdo de anestésicos dissociativos
(cetamina em dose dobrada + xilazina) e apds constatada a auséncia de reflexos apos
a anestesia, os animais foram submetidos a exsanguinag¢ao por pung¢ao cardiaca

subxifoide (Figura 13), com analise bioquimica com marcadores hepaticos (alanina



53

aminotransferase — ALT e aspartato aminotransferase — AST), fungao renal (ureia e
creatinina), fosfatase alcalina (FA), proteinas totais e albumina e analise hematolégica

além da retirada da articulagéo dos joelhos de ambas as pernas.

Dos 96 joelhos obtidos, 48 foram conservados em tubos com formaldeido 10%
e 48 foram submetidos a congelagcédo a -80°C, para utilizagdo posterior. Em cada
subgrupo, escolhidos de forma aleatéria, ambos os joelhos de 4 animais foram
enviados para avaliagao histolégica, realizada no Departamento de Morfologia do ICB-
UFJF.

Figura 13 — puncgédo cardiaca apds eutanasia para coleta de sangue
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5.2 ETAPA LABORATORIAL

5.2.1 Anadlise hematolégica e bioquimica

O sangue coletado através da pungéo cardiaca foi armazenado em dois tubos.
Uma aliquota foi armazenada no tubo EDTA e realizado o hemograma no dia da
coleta, através do analisador automatizado de uso veterinario. A leitura dos leucdcitos
especificos foi realizada por microscopia Optica através da confeccao de laminas de

esfregago sanguineo e coloragao pelo corante pandptico.

O sangue coletado em outro tubo e coagulado foi colocado na centrifuga para
separacao do soro, que foi utilizado nas analises, que foram realizadas com
equipamento automatizado Cobas e uso de reagentes ALT, AST, uréia, creatinina,

albumina, proteinas totais e fosfatase alcalina.

5.2.2 Extragcdo dos GAGs urinarios

Como os animais apresentaram grande variacdo de volumes urinarios nas
amostras coletadas, todas as urinas foram diluidas para termos amostras

homogéneas de 50mL cada.

O protocolo de extracdo de GAGs urinarios comegou com a cromatografia de

troca idnica utilizando coluna de 5 centimetros de resina Q-Sepharose.

Primeiramente, a coluna foi sanitizada lavando-se com 10 vezes o volume da
coluna (50mL) de agua destilada, seguidos por 5 volumes de hidroxido de sdédio
(NaOH) 0,5M e, em seguida, com 10 volumes de agua destilada exaustivamente. A
ativacao da coluna foi realizada com 10 volumes de cloreto de sddio (NaCl) 1M por 2

minutos, seguida de 10 volumes de agua destilada.

As amostras de 50 mL de urina foram entao adicionadas, passando cada uma
delas 3 vezes na coluna de resina de Q-Sepharose, descartando-se o eluato. Esse
procedimento permitiu que os ions de carga negativa dos GAGs se ligassem a resina.

Apds esse passo, foi realizada lavagem com 3 volumes de agua destilada (15mL),
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descartando o eluato, seguida por 3 volumes de NaCl 0,5M, também descartando o
eluato, e, finalmente, 3 volumes de NaCl 1M. Este ultimo eluato, que contém a

presenca de GAGs foi recolhido e a ele foi adicionado 1mL de NaCl 2M.

A seguir, foi realizada a etapa de precipitagao, onde esse eluato, sob agitagao
constante, recebe a precipitacdo de etanol absoluto em trés vezes o seu volume
(totalizando 48mL), que foi realizada gota a gota sob agitagdo lenta para evitar a
precipitacdo de NaCl. A presenga do solvente orgénico retira a camada de solvatagao
do GAG, tornando-o apolar. A mistura foi mantida em congelamento por 16 horas a -
20°C.

As amostras foram centrifugadas por 20 minutos (Excelsa Baby Fanen), o
sobrenadante foi descartado e o tubo mantido de cabecga para baixo para evitar a
ressuspensao do precipitado. O tubo foi levado ao dessecador e colocado a vacuo por

um dia.

Realizamos um processo controlado de ressuspensao: foram adicionados 20
microlitros de agua destilada, seguidos de agitacao e adi¢do de mais 20 microlitros de
agua destilada, seguidos de nova agitagdo. Dessa solucgéao final, com volume de 40
microlitros, 20 foram retirados e transportados para novo tubo de centrifugacéo. Esse
procedimento foi repetido mais uma vez, resultando em 2 tubos com 40 microlitros
cada. Em um deles foram adicionados mais 20 microlitros de agua destilada,
resultando um volume final de 60 microlitros. Esse tubo de centrifugagcédo foi
novamente agitado, centrifugado e levado ao dessecador, enquanto o segundo tubo
foi mantido para conservacdo de amostra. Apds esse periodo as amostras foram

novamente mantidas em -20°C.

Em virtude da baixa excrecdo de GAGs por animal, realizamos a analise
através de um pool de amostras, adicionando a um unico tubo de centrifugagéo todas
as urinas obtidas em um mesmo momento (primeira semana ou pré-eutanasia) dos
animais de um mesmo subgrupo (divididos de acordo com tratamento e tempo até a
eutanasia), resultando em 24 pools de amostras, cada par representando um
subgrupo, com uma amostra apdés uma semana do procedimento e outra pré-
eutanasia. Todos esses pools foram enviados ao dessecador e conservados em -20°
por um periodo minimo de 24 horas.
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5.2.3 Eletroforese em gel de agarose

5.2.3.1 Preparacao das laminas e cuba de eletroforese

A eletroforese em gel de agarose foi realizada conforme descrita por Dietrich
(1977) com uso de polidimetrilacrilamida (PDA) 0,05M.

Inicialmente, higienizamos as laminas para a remog¢ao de impurezas que
possam interferir na qualidade da eletroforese. Esse processo envolveu a lavagem e
a deposigdo das laminas em agua destilada, assegurando a eliminagdo de

contaminantes superficiais.

Apds a higienizagdo, as laminas foram secas completamente e, em seguida,
imersas em alcool isopropilico. Este passo é crucial para a desidratacdo completa e a
remocgao de residuos organicos, garantindo uma superficie limpa e uniforme para a

aplicacao do gel.

Para criar um nivel liquido nas laminas, realizamos a deposicédo de uma
camada de gel base composto por agar no recipiente em que o material foi
confeccionado, gerando uma camada inicial e proporcionando a uniformidade

necessaria para as subsequentes etapas de aplicagéo do gel de PDA.

Em seguida, preparamos a mistura de PDA com agarose, através da dissolugao
de 2,4 gramas de agarose em 480 mL de PDA a uma concentragao de 0,5 mol. Essa
mistura foi homogeneizada completamente para garantir a dispersao uniforme da

agarose.

As laminas foram retiradas do alcool isopropilico e deixadas secar com apoio,
assegurando que estavam completamente livres de solventes antes da aplicagdo do

gel de agarose.

Sobre as laminas secas e ja depositadas no recipiente com nivel liquido,
despejamos cuidadosamente 180 mL da mistura de PDA e agarose preparada
previamente, evitando a formacado de bolhas e garantindo uma camada uniforme

sobre as laminas.
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Finalmente, o restante da mistura de PDA e agarose foi despejado na cuba de

eletroforese.

Apos a polimerizagdo em temperatura ambiente da solugdo de PDA, a cuba foi

transportada para a geladeira e mantida a -20°C por 24 horas.

5.2.3.2 Preparacéo final das amostras

No dia seguinte, as Iaminas foram preparadas conforme padrao com 10 spots
para as amostras. Em nosso estudo, o primeiro spot de cada lamina foi sempre
preenchido com a mistura padrao de CS, DS e HS, sendo o segundo spot deixado

vazio e os ultimos 8 preenchidos com uma amostra cada.

Os tubos para centrifugacao de 1,5mL devidamente preparados foram retirados
da geladeira e realizada nova ressuspensao com 5 microlitros de agua destilada e
novamente agitados. Apds a agitagao, a amostra de 5 microlitros foi introduzida no
spot para difusdo no gel de agarose. Apds preenchida a lamina com 8 amostras
diferentes, a solugao padrao foi a ultima a ser inserida e a sua difusdo observada para,

apos esse passo, ser realizado o fechamento dos spots e a eletroforese.

A cuba de eletroforese, ja produzida no dia anterior agora com gel polimero de
PDA foi preparada com solugado-tampao PDA 0,05M em suas laterais e benzina
retificada em sua regido central até que essa ultima ficasse em contato com a tampa
da caixa. A cuba foi resfriada continuamente durante a eletroforese, para evitar

sobreaquecimento durante o processo.

5.2.3.3 Eletroforese

A eletroforese foi entédo realizada no Laboratério de Glicoconjugados do ICB-
UFJF, com uma fonte de eletroforese ISCO MODEL 494, sob carga de 100 volts. Esse
processo levou em torno de 70 minutos a cada lamina. Durante o processo, os GAGs,

que possuem carga negativa migram do polo negativo para o polo positivo da cuba.
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ApOs a realizagao da eletroforese, a lamina foi retirada e mantida em uma caixa com

Cetavlon 0,5% durante pelo menos 12 horas.

Apos esse passo, foi realizada a coloragdo da lamina com corante EGA,
produzido previamente no laboratério. O corante EGA é composto por azul de toluidina
0,1%, acido acético 1% e etanol 50% e agitado durante 2 horas em sala escura. A
aplicagao do corante se deu durante tempo médio de 12 a 15 minutos e com agitagéo

suave do recipiente com a lamina.

Logo a seguir, as laminas foram submetidas ao descorante EGA, composto por
etanol 50% e acido acético 1%. A aplicagdo do descorante se deu até a visualizagao

da distingdo das bandas de CS, DS e HS na solugao padréao.

5.2.4 Preparagao histolégica

Para a analise morfoldgica, os joelhos foram dissecados e fixados em
formaldeido 10%, seguido de descalcificagdo com &cido nitrico 5% por 48h. Apos a
descalcificagdo, o material foi encaminhado para o processamento histoldgico
rotineiro. Cortes com espessura de 4 micrémetros foram realizados em micrétomo

manual e, em seguida, desparafinizados e hidratados.

As laminas foram entdo coradas por um protocolo de coloragdao Safranin-O +
Fast Green. Esses corantes sao utilizados na analise histolégica de tecido
cartilaginoso, em que os proteoglicanos sdo corados em tom avermelhado pela

safranina e o tecido 6sseo é corado de verde pelo corante fast green.

Iniciando a coloracao, as laminas foram coradas por 7 minutos na Hematoxilina
Férrica Modificada de Weigert. Apds os 7 minutos, retirou-se o corante e as laminas

foram colocadas em agua corrente por 10 minutos para diferenciagao.

Em seguida, as laminas foram coradas em solugédo de safranina 0,1% por 4
minutos e lavadas em agua corrente. Apds, as laminas foram coradas utilizando
solugao de 0,02% de Fast Green por 2 minutos, lavadas em agua corrente e, apés

secas, montadas com Entelan.
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Finalizando o protocolo de Safranin-O + Fast Green, o material de analise foi
submerso em solugao 0,02% de Fast Green, assim ficando por 2 minutos. O excesso
de corante foi descartado e retirado das laminas com o uso de agua corrente e a
desidratacdo do material realizada sem o auxilio de substancias secantes, para um

melhor resultado. Apds a secagem as laminas foram montadas.

As laminas com os joelhos dos grupos F2 e M2 (tratados e controles) foram
analisados por quatro observadores independentes, de forma cega, através
microscopia 6ptica (Olympus® DP73), com objetiva com aumento em 10x e auxilio do
software Olympus® cellSens Dimension, com analise das seguintes variaveis:
Morfologia celular, coloragdo da matriz extracelular, reconstrugdo da juncao
osteocondral, preenchimento do defeito, espessura da cartilagem, regularidade da
superficie e integragdo do tecido implantando com a cartilagem adjacente. Essas
variaveis compdem os escores de Pineda e/ou Wakitani e apds obtencao delas foi
calculado o escore de cada lamina. Uma vez que os estudos ndo demonstraram
diferenga significativa entre os escores simples e complexos, optamos pelos escores
de Pineda e Wakitani pela facilidade de sua aplicagdo. (Pineda et al., 1992; Wakitani
etal., 1994).
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6 RESULTADOS

6.1 MODELO CIRURGICO EXPERIMENTAL DE LESAO CONDRAL EM RATOS
WISTAR

Ratos Wistar, machos, com 6 a 8 semanas de vida, foram submetidos a
procedimento cirurgico para o desenvolvimento de lesdo condral, em ambos os
joelhos, conforme descrito em Métodos (5.1.1). Este procedimento foi analisado e
aprovado pela CEUA-UFJF (Protocolo 010/2022). Incialmente, foi definido que os
diferentes tipos de tratamento sé seriam realizados nos joelhos esquerdos, enquanto

os joelhos direitos permaneceriam com a les&o (controle).

O tempo médio para realizagdo do procedimento cirurgico completo foi em
torno de 20 a 30 minutos. Nao foram observadas intercorréncias durante o
procedimento cirurgico. Entretanto, um animal (1,04%) evoluiu para 6bito no pos-
operatério imediato, provavelmente por superaquecimento da placa aquecedora.
Somente trés (3) animais (3,13%) apresentaram deiscéncia da ferida cirurgica no
joelho direito durante o periodo de experimentacdo. Um animal (1,04%) apresentou
infeccédo de sitio cirurgico, verificada pela secregédo purulenta na ferida cirurgica do
joelho direito associada a sinais flogisticos. Nao foram observadas outras

complicacoes.

No pés-operatoério imediato, os animais, mantidos em caixas individuais, foram
pesados (primeiro dia pos-operatdrio) e a marcha foi avaliada até o terceiro dia, pelo
mesmo examinador. A amplitude maxima de movimento de flexdo e extensdo dos

joelhos foi analisada somente ao terceiro dia.

6.2 ANALISE CLINICA E BIOMECANICA

Para a analise biomecanica foram avaliados os seguintes parametros: variagao
de peso, variagado de marcha e variagéao de amplitude de movimento. No que tange a
variagao de peso, o ganho pode simbolizar menor movimentagéo do animal durante

seu ciclo de vigilia bem como a perda pode sinalizar processo patolégico sistémico
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concomitante. A marcha € um dos principais parametros para avaliagdo da dor dos
animais, sendo que sua alteragdo por conta do processo degenerativo em si € um
achado tardio. A diminuicdo da amplitude de movimento € um sintoma mais precoce
da osteoartrite. (Dixon et al., 2010)

6.3 ANALISE DA VARIACAO DE PESO

O peso médio inicial apresentou pouca variabilidade entre os diferentes grupos
€ no primeiro dia pds-operatério o peso manteve-se estavel — Tabela 3.

Tabela 3 — Peso médio dos animais em gramas de cada grupo no pré-cirurgico e no pos-
cirurgico imediato

F1 M1 ‘ F2 M2 Média ‘
Pré-Cirdrgico 272,19+18,26 270,54+12,26 276,04+9,87 268,25+14,80 271,16+14,28

1° dia pds-op 270,83+20,99 272,83+14,90 272,48+10,19 263,65+15,80 269,95+16,37

Variagdo de Peso
(Média)

Fonte: elaborado pelo autor (2025)

-1,36 +2,29 -3,56 -4,6 -1,21

Podemos observar que, com exceg¢ao do grupo M1, os demais apresentaram
perda de peso apds procedimento cirurgico. Entretanto, em virtude da pouca
variabilidade dos pesos nesse primeiro momento, nossa analise do peso concentrou-
se nas variagdes de peso durante o tempo de evolugao do experimento, com pontos

de corte a cada quatro semanas.

As médias e o desvio-padrdo ajustados, bem como a variagdo percentual do

ganho de peso dos diferentes grupos, estdo apresentados na Tabela 4.

A Analise de Covariancia (ANCOVA) mostrou que havia relacionamento entre
os escores do peso do primeiro dia apos a cirurgia e o peso apds a eutanasia (F1,83 =
84,764; p < 0,001; n? = 0,50).
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Tabela 4 — Média + desvio-padrao do peso de ratos submetidos a diferentes tratamentos e
tempos de seguimento até a eutanasia.

Peso 1 dia

Tratamentos SLZTE;) e(lj'ﬁo apos ((;i;urgia GE; snc;;r;o(sg) A (%)
4 sem (n=8) 314,66 £ 16,17 2 16,6%
Fascia sem Hidrogel 8 sem (n =8) 328,29 + 16,10 ° 21,6%
12 sem (n = 8) 321,54 +16,10° 19,1%
4 sem (n = 8) 295,52 + 16,082 9,5%
Fascia com Hidrogel 8 sem (n =8) 302,15+ 16,032 11,9%
12 sem (n = 8) 323,09 + 16,05 ° 19,7%

269,95
Membrana sem 4 sem (n = 8) 298,89 + 16,04 @ 10,7%
Hidrogel 8 sem (n = 8) 325,16 + 16,10° 20,5%
12 sem (n = 8) 346,06 + 16,04 P° 28,2%
Membrana com 4 sem (n = 8) 296,32 + 16,04 @ 9,8%
Hidrogel 8 sem (n = 8) 324,68 + 16,35° 20,3%
12 sem (n = 8) 325,57 + 16,13° 20,6%

(sem: semanas; letras diferentes indicam diferengas estatisticas entre os grupos, p<0,05, pelo
teste post-hoc de Bonferroni).

Houve um efeito de interagdo significativo entre os grupos de tratamento e o
tempo de seguimento até a eutanasia, mostrando diferengas estatisticas depois que
os escores de peso pos-cirurgia foram controlados (Fs.s3 =2,971; p =0,011; n2=0,18).
Isso indica que a variagao do peso dos ratos ao longo do tempo foi diferente entre os
grupos de tratamento em fungdo do tempo de seguimento. A analise post-hoc néo
mostrou diferenca estatistica no ganho de peso dos ratos entre os tratamentos para o
mesmo tempo de seguimento. Os resultados mostram que, independentemente do
tratamento realizado, ha um ganho de peso dos ratos em torno de 10% na 42 semana
e de 20% na 82 semana ap0os a cirurgia, seguido por uma estabilizagdo do peso entre
a 82 e a 122 semana, exceto nos ratos que realizaram o tratamento com Membrana
Sem Gel, onde se observou um aumento de peso linear em torno de 10% a cada 4

semanas.

6.4 ANALISE DA MARCHA

A marcha dos animais foi analisada de forma subjetiva, pesquisando a

presenca ou ndo de claudicagdo em algum dos membros submetidos a cirurgia. Em
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nossa analise da marcha nos trés primeiros dias apos o procedimento, dois animais
apresentaram claudicagao no membro inferior esquerdo e, no momento da eutanasia,
todos os animais apresentavam marcha normal.

O teste estatistico de McNemar (analise de dados dicotdmicos pareados)
mostrou que, independentemente do tratamento realizado, ndo houve diferenca
estatistica na marcha dos ratos na comparagéo pré (3 dias apds a cirurgia) e pos
(antes da eutanasia), apesar de todos terem apresentado marcha normal apés os
tratamentos cirurgicos (p = 0,50) — Grafico 1.

Grafico 1 — Comparagdo da porcentagem de ratos com marcha normal (auséncia de
claudicagao) nos primeiros dias apos tratamento cirirgico e no momento da eutanasia.
Pré: 3 dias ap0s a cirurgia; Pds: antes da eutanasia

100

80

60

40+

Marcha Normal (%)

20

Pré Pés

Fonte: elaborado pelo autor (2025)

6.5 ANALISE DA VARIACAO DE AMPLITUDE DE MOVIMENTO

A amplitude de movimento foi analisada considerando-se a extensdo maxima,
que foi definida como 0° e a flexdo maxima dos joelhos, considerando-se 135° no
plano sagital. Observamos flexdo dos joelhos mantidas em todos os joelhos
analisados, tratados ou ndo. A extensdo maxima apresentou-se limitada em dois
pontos de nossa analise: no pds-operatério imediato e no dia da eutanasia, sendo
esses dois pontos utilizados para nossa estatistica.
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No primeiro momento, a extensao maxima esteve limitada em 10° nos joelhos
controle de trés animais e nos joelhos tratados de quatro animais (2 animais do grupo
F2 e 2 animais do grupo M2). Na analise da eutanasia, ndo foi encontrada limitagéo
nos joelhos tratados, porém houve limitacdo em 33 joelhos-controle, com valores até
20°. (10,91+2,87)

Na comparagdo dos joelhos dos ratos tratados e ndo tratados,
independentemente do tratamento realizado, o teste t de Student pareado na
comparagao dos valores pré e pos mostrou que a amplitude de movimento de
extensao piorou nos joelhos nao tratados (0,35+1,75 vs. 3,75+5,48; p<0,001). Por
outro lado, nos joelhos tratados houve aumento da amplitude de movimento de
extensao no periodo de seguimento pos cirurgia (0,42+2,01 vs. 0,00£0,00; p<0,001)
— Gréfico 2.

Grafico 2 — Média * erro-padréo da amplitude de movimento de extensao de ratos tratados
(joelho esquerdo) e nao tratados (joelho direito) nos momentos pré (3 dias apds cirurgia ou
controle) e pos (antes da eutanasia) (n = 96). (*diferenga estatistica, p<0,001; **diferenga
estatistica, p=0,04).

5,0

%k

Limitagao da Amplitude de Movimente de Extensao (em graus)

Pre Pos Pre Pos
Néo Tratados Tratados

Fonte: elaborado pelo autor (2025)
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6.6 ANALISE BIOQUIMICA E HEMATOLOGICA

Em relagao as variaveis bioquimicas, nao houve efeito estatistico para o fator
tempo de seguimento até a eutanasia (4, 8 ou 12 semanas), de modo que os
tratamentos foram comparados entre si por meio de uma ANOVA de um caminho. Os
resultados estdo apresentados na Tabela 5.

N&o houve diferenga estatisticamente significativa na analise hematolégica da
série vermelha: hemacias, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de hemoglobina
corpuscular média (CHCM). Na série branca, foram observadas diferengas
estatisticas entre os grupos nos leucécitos (F3,92 = 10,441; p < 0,001), linfécitos
(F3,92 = 5,039; p = 0,003) e segmentados (F3,92 = 2,882; p = 0,042), sem diferenga
nos mondcitos e eosindfilos. Maiores valores de leucdcitos foram observados em
tratamentos sem a presencga de hidrogel quando comparados aos tratamentos com
hidrogel. Os ratos submetidos ao tratamento fascia com gel apresentaram menores
valores de linfécitos em relagdo aos demais tratamentos.

Na analise bioquimica, ALT (F3,92 = 4,130; p = 0,009), creatinina (F3,92 = 8,568;
p < 0,001), albumina (Fs,92 = 4,290; p = 0,007) e proteinas totais (F3,92 = 9,873; p <
0,001) apresentaram-se com diferenga estatisticamente significativa entre os grupos.
Maiores valores de ALT foram observados em ratos tratados com membrana em
relacéo a fascia. Os ratos submetidos ao tratamento membrana sem gel apresentaram
menores valores de creatinina. Por fim, tratamentos com gel resultaram em maiores
valores de proteinas totais em relagdo a tratamentos sem gel. Nao houve diferencga
em AST, ureia e fosfatase alcalina (FA). — Tabela 5. Os valores de referéncia dos
animais da colonia do CBR coletados entre 2022 e 2024 com animais de
aproximadamente 90 dias de vida encontram-se disponiveis na Tabela 6. Tais valores
podem nao representar de forma fidedigna a colbnia, pois trata-se de poucos animais

e a amostragem definitiva ainda encontra-se em processo de coleta.
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Tabela 5 — Variaveis bioquimicas obtidas de ratos apds eutanasia que foram submetidos a

diferentes tratamentos (n = 96).

Tratamentos
Variaveis Fascia sem Gel Fascia com Gel Memb(r;ana sem Membrana com
el Gel
Hemacias 88771571 8872+355 91211304 89701275
Hematdcrito 46,4+2,8 46,1+2,0 47,114 46,7+1,8
Hemoglobina 16,2+0,9 16,1+0,8 16,5+0,5 15,9+0,6
VCM 52,3+1,5 51,9+0,9 51,7+1,0 52,141,2
HCM 18,310,7 18,010,4 18,1+0,4 17,7+0,7
CHCM 34,5+2,0 34,6x0,9 35,1£0,4 34,040,8
Plaquetas 1151502118467 1128102111783 1103541+233850 1146000+75065
Leucocitos*®  7337+1912 @ 5320+1646 © 8083+1937 @ 525041500 P
Linfécitos™ 75,417,222 67,6+6,7 © 73,6+7,12 72,542,4°
Segmentados®  20,846,7 2 26,6+6,8" 23,4+7,02b 24,7+1,92ab
Mondécitos 3,54+2,6 4,0+2,1 2,720 2,314
Eosindfilos 0,240,4 0,3+0,9 0,2+0,6 0,5+0,5
ALT* 58,0+19,02b 52,948,7 @ 66,1£19,5° 66,4+13,8°
AST 84,7+23,9 89,0+30,1 96,2+35,0 92,3+25,3
Creatinina*  0,33+0,06 2P 0,37+0,052 0,29+0,08® 0,380,062
Ureia 42,9+5,8 43,9+4,0 43,245,5 45,2+7,9
FA 198,2+33,8 202,0+42,9 229,1+50,8 195,4+55,4
Albumina* 37,514,972 40,9+1,9° 39,413,620 39,8+2,02P
Proteinas 59,448,972 67,5£3,6° 62,016,4 2 66,9+3,9°
Totais™

(*diferencgas significativas entre os grupos por meio da ANOVA, p<0,05)
Fonte: elaborado pelo autor (2025)
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Tabela 6 — Valores de referéncia da colbnia de ratos Wistar do CBR-UFJF (2022-2024)

Variaveis Valores de referéncia

Hemacias 7000-10000

Hematdcrito 40-50
Hemoglobina 13-18
VCM 48-55
HCM 17-20
CHCM 35-37

Plaquetas 900000-1500000
Leucdcitos 3000-10000

ALT 30-80
AST 60-130
Creatinina 0,20-0,50
Ureia 30-50
FA 120-300
Albumina* 30-50
Proteinas 40-70
Totais™

Fonte: elaborado pelo autor (2025)

6.7 ANALISE DE EXCRECAO DE GLICOSAMINOGLICANOS URINARIOS

Durante os periodos de gaiola metabdlica foi coletada a urina produzida durante
as 12 horas e quantificada a ingesta hidrica dos animais. Apesar da grande
variabilidade intrinseca em ambas as medidas, o volume médio de urina (8,98 mL e
8,25 mL) e 4gua (12,55 mL e 12,08 mL) foi similar ao comparar-se a coleta na primeira
semana com a coleta na semana antes da eutanasia. O volume de urina apresentou
maior variagéo (entre 1,5mL e 18mL), o que nos levou a diluir todas as amostras em

50mL para analise da excre¢ao de GAGs.

Foi realizada eletroforese com amostras isoladas de urinas por animal, porém
a concentragcao de GAGs foi muito pequena, ndo sendo possivel visibilizar de forma

adequada sua presenca nas laminas. Dessa forma, optamos por realizar um pool de
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amostras, unindo as urinas obtidas dos animais do mesmo grupo em cada momento

de analise.

Apds a confecgdo do pool, obtivemos 24 amostras, cuja eletroforese foi
realizada em 4 laminas distintas aleatoriamente. A maioria das amostras evidenciou
excregao predominante de CS e HS, sem diferenca significativa entre os grupos.
Houve um outliner, no grupo M2 em 8 semanas, na primeira semana apds eutanasia

onde houve excrecdo aumentada de CS.

Em todos os grupos, exceto no outliner, houve um padrdo de excregéo
semelhante dos GAGs quando comparada a primeira semana com o periodo pré-

eutanasia, com maior excrecao dos GAGs na primeira semana.
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Figura 14 — Painéis de eletroforese do grupo F1

Legendas:
cs- CS- Condroitin sulfato
DS- DS- Dermatan sulfato

HS- Heparan sulfato

Primeira linha: F- fascia, M- membrana
Segunda linha: Semanas até a
eutanasia

Terceira linha: 1- primeira semana; E-
pré-eutanasia

Origem -
Padrio \ }
Amolns
F F E F F F
4 4 8 8 12 12
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Figura 15 — Painéis de eletroforese do grupo F2

Legendas:

CS- Condroitin sulfato

DS- Dermatan sulfato

HS- Heparan sulfato

Primeira linha: F- fascia, M-
membrana

Segunda linha: H- adigao do hidrogel

Terceira linha: Semanas até a
eutanasia

Quarta linha: 1- primeira semana; E-

Padréo | ) pré-eutanasia
Amostras
F F F F F F
H H H H H H
4 4 8 8 12 12
1 E 1 E 1 E
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Figura 16 — Painéis de eletroforese do grupo M1

Legendas:

cs- CS- Condroitin sulfato

Ds- DS- Dermatan sulfato

HS- HS- Heparan sulfato
Primeira linha: F- fascia, M-
membrana

Segunda linha: Semanas até a
eutanasia

Terceira linha: 1- primeira
semana; E- pré-eutanasia

Figura 17 — Painéis de eletroforese do grupo M2

Legendas:
Cs- CS- Condroitin sulfato
Ds- DS- Dermatan sulfato

HS- HS- Heparan sulfato

Primeira linha: F- fascia, M-
membrana

Segunda linha: H- adi¢do do
hidrogel

Terceira linha: Semanas até a
eutanasia

Quarta linha: 1- primeira
semana; E- pré-eutanasia

M M M M M M
H H H H H H
4 4 8 8 12 12
1 E 1 E il E
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Figura 18 — Eletroforese em gel de agarose da excregao urinaria de GAGs dos animais,
evidenciando principalmente CS e HS como subprodutos, com maior excregdo uma semana
apos a cirurgia, comparado com 0s mesmos animais na semana da eutanasia. Nao houve
diferencga significativa entre os grupos de tratamento.
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Legendas:

F- fascia

M- membrana

H- adi¢c&o do hidrogel

4, 8 ou 12- semanas até a eutanasia
1-primeira semana

E- pré-eutanasia
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6.8 ANALISE HISTOLOGICA

Apds a eutanasia os animais foram distribuidos aleatoriamente para
conservagdo dos joelhos em formaldeido 10% para andlise histoldégica ou
congelamento a -80°C. Dessa forma, 96 joelhos de 48 animais foram enviados para
preparagao e analise histologica. Durante o processo de preparacao e descalcificagao
tivemos a perda quase total das amostras dos grupos F1 e M1, tornando impossivel a
analise destes. Dessa forma, nossa avaliagao histoldgica concentrou-se em analisar

os grupos F2 e M2 e seus joelhos controle.

As laminas com os joelhos dos grupos F2 e M2 foram analisadas por
microscopia optica (Olympus® DP73) em um aumento de 10 vezes e com auxilio do
software Olympus® cellSens Dimension, sendo pontuadas de acordo com os escores
de Pineda e/ou Wakitani, por quatro examinadores independentes. Em ambos os
escores, quanto menor a pontuagéo obtida, mais a neocartilagem se assemelha ao

tecido cartilaginoso hialino normal da articulagéo. (Figuras 19 a 27)

O coeficiente de correlagao intraclasse (CCIl) foi usado para a analise da
reprodutibilidade interobservadores, sendo adotada a seguinte classificagao: ruim <
0,50, moderado 0,50 a 0,75, bom 0,75 a 0,90 e excelente >0,90 (Koo e Li, 2016). As
analises foram feitas no software IBM SPSS Statistics para Windows versao 21.0
(Armonk, NY: IBM Corp), sendo adotado o valor de p<0,05 para a significancia

estatistica.

A analise demonstrou escores médios de Pineda e Wakitani superiores (menor
pontuacéao final) no grupo cartilagem fragmentada + fascia (F2) quando comparados
aos controles e superiores no grupo cartilagem fragmentada + membrana (M2)

quando comparado ao grupo cartilagem fragmentada + fascia (F2). (Graficos 3 e 4)

O tempo do tratamento até a eutanasia também foi um fator importante, com
os melhores valores sendo obtidos naqueles ratos eutanasiados apds 12 semanas em
todos os grupos de tratamento, com uma maior queda de pontuacédo entre 4 e 8
semanas do tratamento. Mesmo no grupo controle ha melhora dos escores com a
evolucao do tempo, evidenciando que ha mecanismos intrinsecos que realizam uma

tentativa de recuperagao da cartilagem mesmo sem o tratamento adequado.



Observou-se uma concordancia interobservador classificada como boa a

excelente na classificagdo histologica (Tabela 7). Os coeficientes de concordancia

variaram de 0,60 a 0,99, exceto na subescala de Coloracdo Matriz onde foi observada

uma maior variabilidade (0,41 a 0,95). Os coeficientes de concordancia observados

foram similares entre as técnicas Pineda e Wakitani.

Figura 19 — Imagem representativa da articulagdo do joelho do grupo controle (4 semanas).
Observe que a lesdo € evidenciada sem proliferagdo de condroécitos em seu interior, sem
preenchimento da falha (seta preta) e sem reparo da jungdo osteocondral. A coloragéo da

matriz extracelular permanece inalterada. (aumento 10x)
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Figura 20 - Imagem representativa da articulagédo do joelho do grupo controle (8 semanas).
Observe que a leséo € evidenciada sem proliferagdo de condrdcitos em seu interior (seta
preta), sem preenchimento da falha e sem reparo da jungao osteocondral. A coloragao da

matriz extracelular permanece inalterada aumento 10x)
/ . 5 77 wmﬂ/{;ﬂ
ol

Figura 21 — Imagem representativa da articulagdo do joelho do grupo controle (12 semanas).
Observe que a lesao é evidenciada sem proliferacdo de condrécitos em seu interior, sem
preenchimento e sem reparo da jungao osteocondral. A coloragdo da matriz extracelular

permanece inalterada. (aurrlento 10x)




75

Figura 22 — Imagem representativa da articulagdo do joelho tratado do grupo F2 (4
semanas). Observe que a lesao apresenta proliferagdo de condrécitos em seu interior (seta
branca), ainda sem preenchimento total da falha (seta preta) e sem reparo da jungao

osteocondral. (aumento 10x)

-

Figura 23 — Imagem representativa da articulagao do joelho tratado do grupo F2 (8
semanas). Observe que a lesao apresenta proliferagdo de condrécitos em seu interior (seta
branca), ainda sem preenchimento total da falha (seta preta) e sem sinais de reconstrugao

da juncdo osteocondral. (aumento 10x)




76

Figura 24 — Imagem representativa da articulagédo do joelho tratado do grupo F2 (12
semanas). Observe que a lesao apresenta proliferagdo de condrécitos em seu interior (seta
branca), com preenchimento de aproximadamente 50% do defeito (seta preta), coloragdo da

matriz extracelular com significativa redugéo e boa reconstrugao da jungao osteocondral.
(aumento 10x)

—_—
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Figura 25 — Imagem representativa da articulagédo do joelho tratado do grupo M2 (4
semanas). Observe que a lesao apresenta ligeira proliferagdo de condrdcitos em seu
interior, preenchimento >75% do defeito (seta preta), coloragdo da matriz extracelular com
significativa redugao e sem reconstrugdo da jungao osteocondral. (aumento 10x)
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Figura 26 — Imagem representativa da articulagéo do joelho tratado do grupo M2 (8
semanas). Observe que a lesao apresenta preenchimento de 100% do defeito (seta preta),
proliferagdo de condrocitos no interior da leséo, coloragao da matriz extracelular com
significativa redugdo e boa reconstugéo da jungao osteocpn_d(ral ‘(vaur_nento 10x)

iy

Figura 27 — Imagem representativa da articulagdo do joelho tratado do grupo M2 (12
semanas). Observe que a lesao apresenta preenchimento de 100% do defeito (seta preta),
proliferagdo de condrocitos no interior da lesao, coloragdo da matriz extracelular com pouca

redugdo e boa reconstrugédo da juncao osteocondral. (aumento 10x)
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Grafico 3 — Valor médio do Escore de Wakitani e sua pontuacao de acordo com os
parametros analisados
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Fonte: elaborado pelo autor (2025)

Grafico 4 — Valor médio do Escore de Pineda e sua pontuagao de acordo com os parametros
analisados
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Fonte: elaborado pelo autor (2025)



Tabela 7 — Coeficiente de correlagao intraclasse (CCl) aleatério de duas vias
e intervalo de confianga de 95% da concordancia absoluta interobservador.
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Escala / Fatores

CCl (IC95%)

Classificacao (IC95%)

Pineda

Preenchimento da Falha

Coloracao Matriz

Juncao Osteocondral

Morfologia Celular
Total

Wakitani
Morfologia celular
Coloragao matriz
Superficie regular
Espessura
Integracéo
Total

0,94 (0,83 —0,98)
0,80 (0,41 - 0,95)
0,85 (0,60 — 0,96)
0,96 (0,89 — 0,99)
0,95 (0,82 —0,98)

0,96 (0,89 — 0,99
0,80 (0,42 - 0,95
0,90 (0,73 - 0,97
0,87 (0,66 — 0,97
0,92 (0,78 — 0,98)
0,97 (0,93 — 0,99)

)
)
)
)

Excelente (Boa — Excelente)
Boa (Ruim — Excelente)
Boa (Moderada — Excelente)
Excelente (Boa — Excelente)

Excelente (Boa — Excelente)

Excelente (Boa — Excelente)
Boa (Ruim — Excelente)
Boa (Boa — Excelente)

Boa (Moderada — Excelente)

Excelente (Boa — Excelente)

Excelente (Excelente)




Figura 28 — Painel de I&minas histoldgicas coradas pelo método Safranin-o/Fast green
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7 DISCUSSAO

Apesar do impacto social e econdmico da osteoartrose em escala global, ndo
existem ainda drogas modificadoras da histéria natural da doenga. O desenvolvimento
e avaliacado dessas terapias passa por estudos pré-clinicos em modelos animais. Os
estudos desenvolvidos nesses modelos animais nos permitem ter importantes
informagdes sobre sintomas clinicos (p. ex.: dor), estudar a patologia tecidual e
descobrir fatores de risco, além de descobrir relacdes a nivel molecular, celular e

patologico.

Esses estudos apresentam grande variabilidade em relagao a forma de inducao
do processo de osteoartrite/lesées focais, sendo desenvolvidos diversos modelos
através de injecdes de antigeno especifico (AIA) (Thote et al., 2012; Zaki et al., 2021),
transecgéo ou desestabilizagdo do menisco medial (Thote et al., 2012), lesdo condral
direta por cirurgia (Malfait et al., 2013) ou osteoartrite induzida por obesidade. (Griffin
et al., 2010).

Modelos que utilizam AIA, obesidade ou transeccdo do menisco medial
apresentam como dificuldade o controle do tamanho da lesdo, sendo mais utilizados
para estudo do processo degenerativo global da articulagdo. A realizacdo da lesao
condral focal por via cirirgica direta é uma alternativa mais segura e,
caracteristicamente, é realizada utilizando trefinas, brocas ou pingas de biopsia,
porém essas técnicas estao relacionadas a diversas complica¢des e, principalmente,
ao dificil controle e consequente variabilidade do tamanho e profundidade da lesao.
Mamachan e colaboradores desenvolveram modelo com utilizagdo de brocas de
pontas finas com uma retifica de alta rotacdo em coelhos com bons resultados quanto
a uniformizagdo do tamanho e profundidade das lesdes. (Mamachan et al, 2023).
Outro fator de controle ja evidenciado em outros estudos € a realizagédo da lesao pelo

mesmo cirurgido e com 0s mesmos instrumentos em todos os animais (Rudert, 2002).

Matsushita e colaboradores desenvolveram uma técnica semelhante para
lesdo condral em coelhos, relatando além desse controle, uma diminui¢do de lesdes
térmicas ao redor da lesdo. Em nosso estudo, utilizamos a retifica de alta rotagéo nos
proporcionando bom controle do tamanho e profundidade da lesdo e todos os

procedimentos foram performados pelo mesmo cirurgido com 0s mesmos
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instrumentos. O modelo desenvolvido em nosso estudo permitiu a realizagédo de uma
lesdo com limites bem definidos, sem lesédo adicional a tecidos moles e reprodutivel
em todos os animais do estudo. N&o foi observada necrose de tecidos moles ao redor

da lesdo.

As ultimas décadas trouxeram um grande avango da engenharia de tecidos e,
no que tange, ao sistema musculo-esquelético, Giannoudis e colaboradores
descreveram em 2007 o conceito do diamante, destacando a importancia de quatro
grandes fatores para regeneracdo tecidual: presenga de células osteogénicas ou
condrogénicas, fatores de crescimento celular, presencga de scaffolds com capacidade

osteocondutora e estabilidade mecanica (Giannoudis et al., 2007).

Entre os fatores de crescimento e reparo da cartilagem encontram-se o fator de
crescimento B (TGF- B), proteina morfogenética (BMP), horménios tireoidianos,
proteina relacionada ao paratorménio (PTHrP), fatores derivados de plaquetas,
fatores de crescimento de fibroblastos (FGFs), vitaminas e fatores de crescimento
insulina-like (IGFs). Dentre estes, o TGF-f é o fator chave para proliferagdo e

diferenciagéo dos condrdcitos (Farokhi, 2019).

Uma grande variedade de materiais sintéticos e naturais tem sido utilizados
como scaffolds, carreadores celulares e agentes terapéuticos para recuperagéao da
cartilagem, destacando-se hidrogéis feitos de diversos polimeros, que promovem
condrogénese e regeneragao da cartilagem na presencga de fatores de indugéo, ao

promoverem um microambiente tridimensional adequado.

O desenvolvimento de hidrogéis com propriedades mecanicas similares a
cartilagem tem longo estudo de acidos de alcool polivilinico (PVA). (Chremos, 2022).
Recentemente, Horkay e Basser propuseram um novo composto com uso de matriz
de PVA com adicdo de particulas de acido acrilico (PAA) através de cross-link,
correspondendo ao complexo agrecam/acido hialurénico, gerando a presenca de
estresse tecidual mesmo sem estimulo externo. (Horkay e Basser, 2022 apud 2020).
Pipino e colaboradores analisaram 46 pacientes com lesdes osteocondrais do joelho
tratados com microfraturas associadas ou ndo a um hidrogel de glicosamina e
poliglicosamina e relataram melhora significativa dos escores funcionais nos pacientes
que utilizaram o hidrogel no tratamento, com superioridade em relacido ao grupo-

controle. No mesmo estudo, foi realizada analise in vitro do hidrogel, demonstrando a
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formacao de cartilagem hialina no grupo que recebeu o0 mesmo. Biopsias apds um ano
de tratamentos evidenciaram a presenca de colageno tipo Il e cartilagem hialina no

tecido neoformado. (Pipino et al., 2019)

Em contra-partida, Vindas-Bolanos e colaboradores avaliaram a resposta em
equinos de um scaffold de matriz extra-articular de cartilagem, produzido por
impressao 3D e ndo evidenciaram regeneragao satisfatoria da cartilagem, com pouco
preenchimento do defeito com tecido fibroso, abundante em colégeno tipo | e com
pouco colageno tipo Il. (Vindas-Bolafos, 2016). Apesar de resultados promissores,
nenhum scaffold isoladamente consegue prover a regeneragao da cartilagem, sendo
necessaria estabilidade e ambiente adequados para formagao e diferenciacéo de
condrécitos. (Li et al., 2023)

Entre os componentes da matriz celular, o colageno tipo Il € uma das moléculas
mais estudadas por ser um indutor da condrogénese. Lu e colaboradores analisaram
scaffolds de colageno tipo Il e colageno tipo | em células-tronco de tecido adiposo e
verificaram superioridade do colageno tipo |l para gerar estabilidade mecanica e para
induzir diferenciagao celular. O colageno tipo Il também amplificou a agédo de fatores
condroindutores, como o TGF-1. (Lu, 2010)

Martinez-Puig e Michelacci publicaram revisbes narrativas destacando a
importancia do colageno tipo Il em sua forma nativa como um fator protetor a presenca
de reacgdes auto-imunes a cartilagem a nivel articular. O colageno tipo Il estimula a
diferenciagao de células T regulatdrias (TRegs) que, na articulagéo, inibem a cascata
inflamatdria da liberagéo de autoantigenos produzidos pelo catabolismo da cartilagem.
(Michelacci, 2023; Martinez-Puig, 2023). (Figura 29)

Utilizamos em dois grupos de tratamento o Hidrogel Biocompdésito de Colageno
(HBC) produzido pelo laboratério de Glicoconjugados do Instituto de Ciéncias
Biologicas da UFJF. Esse hidrogel possui concentragdo final de 10 mg/mL, com
proporgdo de colageno tipo Il para colageno tipo | de 1:10. Em nosso estudo, os
animais que tiveram adicionado o hidrogel a seu tratamento evoluiram com menor
valor de leucécitos e maior valor de proteinas totais, quando comparados aos animais
onde o hidrogel nao foi adicionado. Wu e colaboradores destacam que os macréfagos
encontrados junto ao tecido sinovial exercem atividade pro-inflamatdria, realizando

sinalizacdo de moléculas como alarminas e citocinas como a interleucina-1 (IL-1) e



84

fator de necrose tumoral (TNF-a). Além disso, os macrofagos ativam a producgao de
metaloproteinases (MMPs) e de enzimas de degradacdo da matriz a partir de
fibroblastos. Sakurai e colaboradores analisaram o papel desses macrofagos em ratos
com osteoartrose e verificaram que a supressdo dos mesmos estava relacionada a
melhora da dor, diminuindo a resisténcia a anti-inflamatoérios inibidores da
ciclooxigenase (COX). (Sakurai et. al.,, 2019) Gomez-Aristizabal e colaboradores
analisaram humanos com osteoartrose, verificando correlacdo entre deteccdo de
macrofagos no liquido sinovial e rigidez articular, dor e diminuicao da qualidade de
vida, postulando que subprodutos dos macréfagos poderiam ser utilizados como
marcadores biolégicos da osteoartrose e que sua modulagao deveria ser objetivo de
novos tratamentos. Os menores valores de leucdcitos encontrados nos grupos onde
foi utilizado o hidrogel sdo animadores quando analisados conjuntamente com os
dados clinicos, indicando uma menor atividade dos macréfagos e inferindo menor dor.
(Gomez-Aristizabal et. al., 2019).

Os tratamentos com gel resultaram em maiores valores de proteinas totais em
relacdo a tratamentos sem gel. Em nossa busca, ndo encontramos estudos que
relacionassem o nivel de proteinas séricas ao uso de hidrogel. Diversos estudos

analisam proteinas séricas especificas como marcadores precoces de OA.

Ling e colaboradores analisaram 169 proteinas presentes no soro de 22
pacientes com OA radiograficamente inicial, comparando com 66 pacientes sem OA,
com idades entre 22 e 92 anos e encontraram 16 proteinas com valores
significativamente diferentes entre os individuos com OA e os controles, destacando
gue a maioria das proteinas estava diminuida nos pacientes com OA e que a diferenga
na concentragdo era maior quanto mais jovem o paciente. Ao repetir essa analise apos
10 anos, as concentragdes foram mantidas. Entre as proteinas que se encontram
diminuidas estdo metaloproteinase 2 (MMP-2), fator inibidor de plasminogénio (PAI-I),
D-dimero DD5 e DD6, molécula de adesao intracelular (ICAM-1) e P-selectina,
enquanto proteinas relevantes na resposta imune e inflamatoria encontram-se
aumentadas, como proteinas de inibicdo de macréfagos (MIP-1a), interleucinas (IL-
1a, IL-2, IL-15), metaloproteinase 7 (MMP-7) e fator de crescimento de fibroblastos
(FGF-7). (Ling et al., 2010).

Fernandéz-Puente e colaboradores analisaram 349 proteinas séricas em

pacientes com OA moderada, OA grave e controles e encontraram trés grupos de
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proteinas com diferencga estatisticamente significativa: proteinas alteradas somente na
OA inicial/moderada, proteinas alteradas somente na OA grave e proteinas alteradas
em ambos os estagios. No estagio inicial da OA foram identificadas seis proteinas,
sendo que quatro estavam diminuidas, principalmente a glicoproteina de membrana
associada a lisossomos (LAMP-2) e a fosfolipase D especifica fosfatidilinositolglicano
(PHLD) e duas se encontravam aumentadas, principalmente a proteina ligante-3-
galactina) (LG3BP). (Fernandez-Puente et al., 2011)

Figura 29 — Inibi¢gdo da resposta auto-imune articular induzida pelo colageno tipo Il
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Em nosso estudo, encontramos maiores valores de ALT em ratos tratados com
membrana em relagdo aqueles que foram tratados com a fascia muscular. Nao
encontramos na literatura estudos relacionando a membrana de colageno ou a técnica

AMIC com a fungéo hepatica.

Huang e colaboradores (2023) encontraram correlagao entre osteoartrite e
elevacao de ALT ao analisar dados de uma populacao europeia de 750 mil individuos.
Embora a correlagéo entre ALT e a osteoartrite ainda ndo seja bem elucidada, a
correlagdo da fungao hepatica com disturbios circulatorios ja € bem estabelecida. A
elevacgao de ALT altera mecanismos circulatérios e a homeostase dos lipidios, gerando
hiperplasia vascular subcondral, diminuicdo do fluxo sanguineo e estase venosa, que
levam a hipoxia tecidual e alteragao da expresséo génica de citocinas, ocasionando,
em ultima analise, remodelacdo subcondral e morte de condrdcitos. Essas ultimas
etapas séo reconhecidas como componentes da patogénese da OA. (Huang et al.,
2023). Harrison e colaboradores (2024) analisaram adultos mexicanos com
osteoartrite e correlacionaram a elevacao de ALT a maiores niveis de dor e ansiedade.
(Harrison et al., 2024).

A creatinina € um metabdlito produzido pelo tecido muscular e a diminui¢gao de
massa muscular esta intimamente ligada ao desenvolvimento de OA. Liao e
colaboradores publicaram uma metanalise com 495 pacientes e evidenciaram que
individuos com OA possuem menores niveis séricos de creatinina quando
comparados a individuos saudaveis. (Liao et al.,, 2023) Lim e colaboradores
analisaram 3428 individuos coreanos sem insuficiéncia renal e relataram que baixos
niveis de creatinina possuem correlagcdo com OA e com a sua gravidade. (Lim et al.,
2024) Em nosso estudo, os ratos submetidos ao tratamento membrana sem gel foram
aqueles que apresentaram menores valores de creatinina sérica. Esse resultado pode
representar uma pior resposta da cartilagem ao estimulo regenerativo nesse grupo,
mas deve ser analisado com cautela, uma vez que os animais também foram
submetidos ao processo de lesdo no joelho contralateral. Outro fator a ser considerado
€ a variabilidade intrinseca da col6nia, uma vez que os valores, embora com diferenca
estatisticamente significativa encontram-se dentro dos limites de variabilidade da

mesma.

O uso da cartilagem fragmentada € uma técnica descrita ha mais de 40 anos e

que, recentemente, vem sendo utilizada para o tratamento de lesbes condrais em



87

humanos, com incisdo mediana e artrotomia por via parapatelar medial com luxacgéo
da patela em sua segunda geragao (Salzmann et al., 2017). Em nosso modelo animal,
utilizamos o mesmo acesso, que permite excelente visibilizacdo da porg¢ao articular
dos céndilos femorais com flexao de 30° do joelho, permitindo a confecgao da lesédo
condral circunscrita, retirada de fragmentos da regido troclear e preenchimento de
pelo menos 75% da falha com fragmentos de cartilagem, transportando condrécitos

com capacidade de proliferagao tecidual para o local que objetivamos tratar.

Em relagdo a estabilidade mecanica necessaria para que a regeneragao
tecidual da cartilagem possa ocorrer, diversos estudos apresentam bons resultados
com a fixagao dos fragmentos de cartilagem com cola de fibrina (Matsushita, 2019;
Christensen, 2015; Marmotti, 2013), quando comparados com o0s controles.
Entretanto, alguns resultados sugerem que a cola de fibrina teria efeitos negativos na
migragao celular e reparo tecidual. (Brittberg, 1997). No nosso modelo, realizamos a
fixacdo dos fragmentos com suturas através da fascia ou da membrana de colageno
utilizada e verificamos uma boa resposta a nivel celular. Esse resultado positivo é
especialmente importante quando verificamos o alto custo e baixo acesso ao uso da

cola de fibrina na pratica clinica.

A associacao da cartilagem fragmentada com gel atelocolageno foi testada in
vitro por Tsuyuguchi e colaboradores utilizando fragmentos obtidos de joelhos de
mulheres com osteoartrose, em comparacao com condrécitos isolados associados ao
gel. Ap6s 3 semanas de cultura, a proliferagao celular e a produgao de matriz, aferidas
pela histologia e por imuno-histoquimica foram significativamente maiores no grupo
cartilagem fragmentada, evidenciando maior expressao de células Ki67, leCt-1 e TGF-
B e maior conteudo de GAGs. (Tsuyuguchi et al., 2021)

A membrana de colageno (Chondro-Gide®, Geistlich®) vem mostrando
resultados promissores. Em uma revisdo sistematica, Ong e colaboradores
analisaram 18 estudos com 490 pacientes submetidos a AMIC e constataram melhora
clinica, radiologica e funcional dos pacientes quando comparados aos controles,
concluindo que se trata de um procedimento seguro, eficaz e reprodutivel. (Ong et al.,
2024). Alguns estados relatam bons resultados, mesmo apods sete anos do
procedimento (Schiavone Panni et al., 2017). No entanto, ndo ha estudos analisando
a regeneragcdo da cartilagem a nivel histologico com o uso da técnica, o que

representa uma inovacédo do nosso modelo.
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A membrana de colageno associada ao HBC apresentou resultados
promissores quando analisada na microscopia 6ptica e verificados os escores de
Pineda e Wakitani, quando comparados aos controles e ao grupo que utilizou
cartilagem fragmentada e HBC. Particular importancia se encontrou na analise da

regularidade da superficie articular nos animais que utilizaram a membrana.

Para analisar a resposta clinica dos tratamentos, a marcha € um dos principais
parametros verificados nos estudos, pois permite tracar inferéncias em relacédo a dor
dos animais. Malfait e colaboradores destacam que embora varias alteracbes da
marcha se devam a perda de congruéncia articular, essas podem ser minimizadas por
pequenas corregoes do eixo. (Malfait et al., 2023). Em nosso estudo, alguns animais
apresentaram limitagcdo de apoio do membro inferior esquerdo na primeira semana
pos-operatoria, porém essa limitagao nao foi mantida, ndo se verificando claudicagao
em nenhum dos animais antes da eutanasia, resultado similar ao encontrado na
literatura (Jacobs et al., 2017; Lakes et al., 2018).

Nossa anadlise da marcha foi realizada de forma subjetiva, visualizando a
presenca ou nao de claudicagédo como parametro, o que traz algumas limitagbes, uma
vez que em nao realizamos mensuragdes da velocidade da marcha, bem como as
forgcas envolvidas no contato com o solo. Chang e colaboradores destacam que
animais com osteoartrite tem uma redugdo da carga vertical no membro operado,
destacando esta como um dos principais parametros a serem analisados. (Chang et
al., 2024)

Alguns animais desenvolveram uma limitagdo da extensdo do joelho direito
(joelho-controle) na semana da eutanasia. Essa limitagcdo pode ser explicada pelas
alteragdes degenerativas na cartilagem articular secundaria a leséo condral. Esses
resultados sdo compativeis com a literatura, validando nosso modelo animal. Makii e
colaboradores analisaram amplitude de movimento e marcha em camundongos com
osteoartrose induzida por lesdo meniscal cirdrgica comparados com animais-controle
e verificaram limitacdo da extensdo dos joelhos, porém sem alteragdes no ciclo da
marcha. (Makii et al., 2018) Dixon e colaboradores encontraram resultados similares
em humanos com osteoartrose dos joelhos comparados com os controles,
correlacionando a diminuicdo da amplitude de movimento, predominantemente da

extensao, com a gravidade da osteoartrose (Dixon et al., 2010).
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Apods a eutanasia, ambos os joelhos dos animais dos grupos F2 e M2 foram
retirados e enviados para analise histologica, sendo usado como corante Safranin-

Olfast green.

Em nosso estudo, aplicamos os escores de Pineda e Wakitani, avaliando
morfologia de condrdcitos, coloragdo da matriz extracelular pela Safranina, percentual
de preenchimento do defeito articular, reconstru¢do da jungao osteocondral, analise
da superficie e espessura da cartilagem e integracao da neocartilagem nas bordas do

defeito.

Ao dissecarmos os resultados de cada item dos escores utilizados, destaca-se
uma superioridade marcante do grupo M2 quando avaliamos o percentual de
preenchimento da falha e a regularidade da superficie articular. Esse resultado
confirma uma melhor integracdo da membrana quando comparada a fascia.
Matsushita (2019) ja havia reportado melhor resultado da cartilagem fragmentada
comparada aos controles em coelhos e com resultados semelhantes a ACI. A analise
da membrana é um diferencial do nosso estudo, onde ela apresentou resultados ainda

superiores ao uso da cartilagem fragmentada isolada.

A eletroforese dos glicosaminoglicanos (GAGs) urinarios dos animais nao
apresentou diferencgas significativas entre os grupos de tratamento e demonstrou que
a excregcao dos GAGs, principalmente CS e HS é aumentada na primeira semana
apos a cirurgia quando comparada a semana da eutanasia, o que reflete a alta taxa
de turnover da matriz cartilaginosa. Achados similares foram descritos em equinos,
sugerindo que essa excreg¢ao pode ser utilizada para diagndstico e monitoramento da

doenca articular (Baccarin et. al., 2012).

As principais limitagdes de nosso estudo encontram-se: na analise da excregao
de GAGs, devido ao mesmo animal ser utilizado nos grupos controle e tratamento,
dificultando a analise comparativa. Uma analise em diferentes animais como controle
e tratamento poderia gerar um padrao mais fidedigno; na analise subjetiva da marcha,
onde analisamos somente a presenga ou n&o de claudicacdo sem uma analise de
parametros objetivos e; na perda das amostras histoloégicas dos grupos F1 e M1, que
nao nos permitiram analisar a nivel histolégico o efeito do HBC na regeneragao da

cartilagem.
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8 CONCLUSAO

O modelo experimental de tratamento de lesdes condrais se mostrou valido,
com resultados reprodutiveis e compativeis com a literatura e, nos permitira testar
novos tratamentos visando a recuperagao da cartilagem.

O hidrogel e a membrana apresentaram em nosso estudo resultados

promissores quando comparados aos demais grupos de tratamento.
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