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ABSTRACT.- Rocha Junior S.S., Mendes H.M.E, Beier S.L., Paz C.FR., Azevedo D.S.D., Lacerda
1.G.O., Correa M.G. & Faleiros R.R. 2016. [Macroscopic and histological evaluations of
equine joint cartilage repair treated with microperforation of the subchondral bone
associated or not with intra-articular kartogenin.] Avaliacdes macroscopica e histologi-
ca do reparo da cartilagem articular equina tratada com microperfuragées do osso subcon-
dral associadas ou ndo a inje¢do intra-articular de cartogenina. Pesquisa Veterindria Brasi-
leira 36(4):272-278. Escola de Veterindria, Universidade Federal de Minas Gerais, Avenida
Antonio Carlos 6627, Cx. Postal 567, Campus Pampulha, Belo Horizonte, MG 31270-901,
Brazil. E-mail: faleirosufmg@gmail.com

The aim of this study was to evaluate the joint cartilage repair by macroscopic (via ar-
throscopy) and histological (biopsy fragments) analyses in chondral defects induced into
equine femoral trochlea treated by microperforation associated with or without intra-ar-
ticular administration of kartogenin. Six horses weighing 342+1.58 kg (mean * SD), aged
approximately 7.2+1.30 years and with a body condition score of 7.1+0.75, were used. The
horses underwent arthroscopy for induction of 1-cm? chondral lesions in lateral femoral
trochlea immediately treated by microperforation of the subchondral bone of both knees.
Four weekly intra-articular injections of kartogenin (20pM) in one knee (treated group)
and Ringer lactate solution in the contralateral joint (control group) were performed du-
ring the postoperative period. After 60 days, macroscopic evaluations were performed by
video-arthroscopy, and biopsy samples of the repair tissue were taken for histopathologi-
cal healing evaluation. No significant change was observed in macroscopic and histological
scores for chondral healing between treated and untreated groups (P>0.05). The overall
mean percentage of hyaline cartilage in both groups (17.5%) was consistent with other in-
ternational studies using other types of chondral microperforation; however, no statistical
differences were observed between groups (P>0.05). In conclusion, the therapy with kar-
togenin, according to the used protocol, did not produce any macroscopic and histological
healing improvement in induced chondral lesions treated with microperforations in equine
femoral trochlea.

INDEX TERMS: Joint, aticular cartilage, microperforation, kartogenin, equine.

RESUMO.- O objetivo deste estudo foi avaliar o reparo da
cartilagem hialina equina, por meio de andlises macrosco-
pica (através de videoartroscopia) e histolégica (através de
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fragmentos de biopsia), em defeitos condrais induzidos na
troclealateral do fémur tratados pela técnica de microperfu-
ragdes subcondral associada ou ndo com administracdo in-
tra-articular de cartogenina. Foram utilizados seis equinos
pesando em média (+DP) 342+1,58 kg, com a idade aproxi-
mada de 7,2+1,30 anos e escore corporal de 7,1+0,75, que
foram submetidos a videoartroscopia para inducido da lesdao
condral de 1 cm? na tréclea lateral do fémur e realizagio
da técnica de microperfuragdo do osso subcondral de am-
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bos os joelhos. Foram realizadas quatro aplicacdes sema-
nais com 20 uM de cartogenina intra-articulares em um dos
joelhos (grupo tratado) e solugdo de ringer com lactato na
articulacdo contralateral (grupo controle). Ap6s o periodo
de 60 dias, foram feitas as avaliagdes macroscdpicas, atra-
vés de videoartroscopias, e histolégicas, através de biopsia.
Nao foram observadas diferencas significativas nos escores
macroscépicos e histologicos para reparacao condral entre
animais dos grupos tratados e ndo tratados (P>0,05). De
modo geral, a porcentagem média de cartilagem hialina no
tecido de reparo (17,5%) foi condizente com a literatura
internacional usando outros tipos de perfuracdo condral.
Entretanto, ndo se observaram diferencas estatisticas entre
grupos (P>0,05). A terapia com cartogenina, segundo pro-
tocolo utilizado, ndo produziu melhora do processo cicatri-
cial em lesdes condrais induzidas e tratadas com microper-
furagdes na troclea lateral do fémur em equinos.

TERMOS DE INDEXAGAO: Articulacdo, cartilagem articular, mi-
croperfuragdes, cartogenina, equino.

INTRODUCAO

A cartilagem articular é um tecido altamente especializado
que recobre as superficies articulares, a mesma pode ser
lesionada por doencgas de desenvolvimento, trauma e os-
teoartrite que tem sido um grande desafio para medicina
regenerativa. A osteoartrite (OA) é a forma mais comum
de distarbio que acomete a cartilagem articular em seres
humanos e animais, sendo mais frequente em cies e equi-
nos. Na espécie equina, esta diretamente associada a redu-
¢do da capacidade atlética promovendo, em alguns casos,
a aposentadoria precoce dos animais (Sutton et al. 2009).
Isso porque, se trata de um processo cronico caracterizado
por progressiva deterioracao da cartilagem articular acom-
panhada por alteragdes no osso subcondral, ligamentos,
capsula, membrana sinovial, muasculos periarticulares e
demais tecidos articulares (Palmer & Bertone 1994, Mcl-
lwraith 1996, Mcllwraith 2005, Brandt et al. 2009).

Por ser uma doenca de origem multifatorial, a OA pode
ser desencadeada através do trauma sobre a cartilagem
hialina, capsula articular e osso subcondral (Mcllwraith
2005). Nos casos onde for¢as biomecanicas ciclicas atuam
de forma desequilibrada sobre a cartilagem articular, pode
haver danos a mesma, provocando uma resposta inflama-
toria e consequente liberagdo de citocinas. Além do trauma,
processos inflamatdrios envolvendo a capsula articular e a
membrana sinovial desencadeiam a liberagdo de mediado-
res inflamatérios que vao atuar diretamente sobre a carti-
lagem hialina. Este processo inflamatdrio induz o aumento
da permeabilidade capilar, promovendo o surgimento de
efusdo sinovial, induzindo dor articular e perda de mobi-
lidade (Mcllwraith 2005). Outra estrutura de grande im-
portancia na OA é o osso subcondral que, quando lesionado
por processos traumaticos ou inflamatdrios, acarreta em
lesdo secundaria da cartilagem devido a falta de suporte
6sseo com liberagdo de citocinas inflamatdrias (Lajeunesse
& Reboul 2003, Mcllwraith 2005).

Uma vez degradada, a cartilagem articular ndo possui
a capacidade de autorregeneracio e nos casos onde hou-

ve perda de cartilagem com exposicdo do osso subcondral,
ocorrera a formacdo de um tecido cicatricial fibroso, poden-
do ou ndo sofrer metaplasia para fibrocartilagem (Hurtig et
al. 1988). Isto ocorre devido ao potencial mitético limitado
dos condrocitos e produgdo ineficaz de colageno e proteo-
glicanos (reparo intrinseco) (Milano etal. 2010, Mcllwraith
etal. 2011, Yamada, et al. 2011, Milano et al. 2012).

A terapia da OA é sintomatica, assim, diversos tratamen-
tos sdo propostos com o intuito de atuar principalmente na
diminuicdo da dor e inflamagao, impedir a progressdo da
doenca e promover a melhora da fungdo articular. No en-
tanto, para casos onde houve a degradacdo da cartilagem
articular, ainda ndo existe um medicamento capaz de indu-
zir a autoregeneracdo da cartilagem hialina (Clegg & Booth
2000, Sandoval et al. 2013). Assim, vem sendo discutido o
uso da bioengenharia para contornar o potencial limitado
de reparagao da cartilagem. Diante disso, houve estimulos
a diversas pesquisas utilizando a medicina regenerativa,
como células tronco mesenquimais associadas ou ndo a
plasma rico em plaquetas, mesmo assim, o resultado alcan-
cado foi um tecido cicatricial de baixa qualidade composto
por fibrocartilagem e nao cartilagem hialina (Milano et al.
2010, Mcllwraith et al. 2011, Yamada et al. 2011, Milano et
al. 2012).

Outra alternativa foi o uso da técnica de microfratu-
ra, que consiste na estimulacdo da medula 6ssea através
de perfuragdes realizadas no osso subcondral, visando o
extravasamento de sangue que preenche o defeito e rapi-
damente organiza-se em um coagulo. Células sanguineas,
elementos indiferenciados da medula 6ssea e plaquetas
ficam retidos no defeito articular (Mankin 1974). Células
indiferenciadas e sanguineas modulam-se em fibroblastos,
que produzem um tecido de granulacdo reparativo. Com
progressiva fibrose, o defeito forma um tecido cicatricial
em 10 dias, que se torna menos vascular e mais esclero-
sado. Este tecido sofre uma progressiva condrificacdo que,
ao final, produz um tecido fibrocartilaginoso sobre o de-
feito. Apesar de nio existirem contra indicacdes para esta
técnica, acredita-se que ela seja eficaz apenas para peque-
nas lesoes (inferior a 2 cm?) com o osso subcondral intacto
(Pridie 1959, Steadman 2003). Quando utilizada isolada-
mente, esta técnica produz apenas um tecido de reparagdo
composto de colageno I e 111, de forma que as células tronco
mesenquimais (CTMs) oriundas da estimulacao da medu-
la 6ssea ndo possuem a capacidade de produzir um tecido
de reparacdo de boa qualidade quando utilizadas de forma
unica (Getgood et al. 2009).

Diante disso, varias moléculas tém sido testadas na bus-
ca de substancias que possam estimular a diferenciacdo
de células do tecido cicatricial da cartilagem articular em
condrdcitos. Dentre elas, a cartogenina se mostrou capaz
de promover a diferenciacdo de CTMs em condrdcitos (Jo-
hnson et al. 2012) e tem apresentado resultados promis-
sores em animais de laboratério (Johnson et al. 2012, Xu
etal. 2014).

Devido ao potencial desta molécula e ainda ndo existi-
rem pesquisas utilizando equinos como animais de experi-
mentacdo, o presente estudo teve por objetivo avaliar a re-
paracdo da cartilagem hialina equina, por meio de andlise
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macroscopica (através de videoartroscopia) e histolégica
(através de fragmentos de biopsia), em defeitos condrais
induzidos e tratados pela técnica de microperfuragdo sub-
condral associada ou ndo com administragdo intra-articu-
lar de cartogenina.

MATERIAL E METODOS

0 estudo experimental foi conduzido atendendo todos os requisi-
tos do comité de ética em experimentagio animal (CEUA/UFMG)
sob o protocolo de ntimero n? 36/2014. Foram utilizadas cinco
éguas e um cavalo, sem raca definida, pesando em média (*DP)
342+1,58 kg com a idade aproximada de 7,2+1,30 anos e escore
corporal de 7,1+0,75, todos os animais provenientes da fazenda
experimental professor Hélio Barbosa da EV-UFMG, no municipio
de Pedro Leopoldo - MG. Os animais foram mantidos por um pe-
riodo de adaptacgdo de 30 dias e durante todo o tempo do experi-
mento no hospital veterinario da Universidade Federal de Minas
Gerais - UFMG, no municipio de Belo Horizonte - MG, em baias
individuais de alvenaria. Foi fornecido agua e feno ad libitum e
racdo® comercial duas vezes ao dia na quantidade de 1% do peso
vivo e sal mineral 100g por dia.

Os seis equinos foram considerados higidos apds exame fisico
(cardiovascular, respiratério e claudica¢do), laboratorial (hemo-
grama e bioquimica hepatica e renal), radiografico e ultrassono-
grafico dos joelhos, conforme descrito adiante. A lesdo foi indu-
zida em ambas as articulagdes femoropatelares de cada animal,
sendo que uma delas pertencia ao grupo controle e a outra ao
grupo tratado. Para o grupo tratado, foram utilizadas seis articu-
lagBes e, através de um sorteio, as articulagdes foram subdivididas
em trés articulacoes direitas e trés esquerdas, e as seis articula-
¢Oes contralaterais foram consideradas o grupo controle.

O primeiro procedimento artroscépico para indugio da lesdo
e realizacdo das microperfuracdes foi considerado o tempo zero
(T-0). Para a intervengdo cirdrgica, os animais foram anestesiados
e mantidos em decubito dorsal. Apds tricotomia e antissepsia da
articulagdo femorotibiopatelar, foi criado um portal de um centi-
metro na pele e capsula articular, com auxilio de uma lamina de
bisturi nimero 11, entre os ligamentos patelares medial e inter-
médio, distal a patela. Através deste portal foi introduzida a canula
do artroscépio*, acoplada ao obturador®. Apés o conjunto adentrar
a articulacdo, o obturador foi removido e a cdmera® foi acoplada
ao artroscopio. Um segundo portal de um centimetro foi criado
entre os ligamentos patelares intermédio e lateral, onde através
da abertura, foi introduzida uma cureta niimero 1, para realizacdo
da lesdo condral na porgao distal da tréclea lateral de forma qua-
drada com 1cm?, preservando a integridade do osso subcondral
sob a troclea lateral do fémur de ambas as articulagdes.

Apos completa exposicdo do osso subcondral, a mensuragio
dos lados da lesdo foi realizada utilizando-se a ponta de uma pin-
¢a Ferris Smith’, que apresenta 1 cm apés sua total abertura. Feito
isso, 0 osso subcondral foi perfurado com o auxilio de um pino de
Steinman de 1,5 mm de didmetro, acoplado a uma microretifica.
Foram feitas um total de cinco perfuragdes por lesdo, uma no cen-
tro e quatro nas extremidades. Os pinos eram aprofundados até
que houvesse o extravasamento de glébulos de gordura suposta-
mente advindos da medula éssea. Tal procedimento foi realizado
em todas as articulagdes.

Nas articulagdes do grupo tratado, aplica¢des intra-articulares
de cartogenina foram realizadas ao final da primeira artroscopia e
semanalmente por mais trés semanas. Para tanto, previamente ao
procedimento cirdrgico a solugdo mae foi preparada em uma ca-
pela de fluxo laminar, adicionando 5mg de cartogenina® em 70 ml
de dimetil sulféxido®. Apés a diluicdo, aliquotas contendo 1 ml da
solucdo foram separadas em tubos do tipo eppendorf, que foram
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imediatamente congeladas a -20°C. Ao final da artroscopia e nos
dias de tratamento, 1 ml da solucdo méae de cartogenina foi adicio-
nada a 19ml de Ringer com lactato chegando a concentragio final
de 20 pM e administrada ao grupo tratado. Um volume igual de
solucdo Ringer lactato foi administrado como placebo nas articu-
lagdes do grupo controle. As solu¢des foram sempre preparadas
pela mesma pessoa e entregues ao cirurgido em uma seringa de
20ml acoplada a um filtro de seringa de 0,20micras, sem identi-
ficacdo e coberta por esparadrapo, de forma que o estudo fosse
conduzido de maneira cega durante todo o perfodo experimental.

Os demais tratamentos foram administrados semanalmente
totalizando trés semanas. Um filtro de seringa de 0,20 micras era
acoplado na seringa contendo os tratamentos e injetado intra arti-
cular. Este procedimento foi realizado de maneira cega, da mesma
forma descrita anteriormente, mantendo a mesma dose utilizada
no dia da cirurgia.

Os animais foram acompanhados durante o periodo de 60
dias. Ao final do experimento, no T-60, os animais foram subme-
tidos novamente a artroscopia para avaliacdo das caracteristicas
macroscopicas do tecido de reparagdo, seguida de artrotomia
para realiza¢do da biopsia. Os animais foram submetidos a pro-
tocolo anestésico e preparacdo conforme descrito na primeira
artroscopia. Ap6s a distensdo da capsula articular com 40 ml de
ringer com lactato, um portal de 1cm foi feito entre o ligamento
patelar lateral e o ligamento patelar intermédio, 1 centimetro dis-
tal a patela, em seguida foi introduzido o trocarte e, ap6s adentrar
a articulagdo, o obturador foi removido e o artroscépio foi inse-
rido e acoplado a camara. Desta forma, foi realizada a avaliagio
macroscépica do tecido de reparagdo seguindo critérios avaliados
por Yamada et al. (2011) e adaptados para o presente trabalho.

Na avaliagdo macroscopica, foi verificada a presenca ou au-
séncia de proliferacdes do tecido de reparagdo, assim como foram
avaliados em escores o grau de preenchimento da lesdo (0 - ruim,
aumento de didmetro da lesdo; 1 - bom preenchimento, menor
quantidade de tecido cicatricial, porém sem falhas e 2 - 6timo,
lesdo completamente preenchida), a presenca de aderéncias as
bordas do tecido de reparagio (0 - ndo aderido, 1 - pouco aderido
e 2 - bem aderido) e ao osso subcondral (0 - ndo aderido, 1 - pou-
co aderido e 2 - bem aderido), a presenca de irregularidades (0
- ausente, 1 - discreta ao redor da lesdo e 2 - graves, evidentes ao
redor da lesdo), fibrilages (0 - ausente, 1 - discreta, 2 -moderada
e 3 - intensas), erosdes no tecido e ao redor da lesdo condral (0
- ausente, 1 - moderada e 2 - intenso) e sinovite (1 - ausente, 2 -
leve hiperemia, 3 - moderada, membrana sinovial com hiperemia
acentuada e 4 - grave, hiperemia acentuada a membrana sinovial/
presenca de prolifera¢des sinoviais).

Apés a avaliagdo macroscdpica de ambas as articulagdes, o
conjunto com a canula e artroscépio foi removido e apds isso foi
realizada artrotomia, iniciando uma incisdo sobre a tréclea lateral
do fémur de aproximadamente 7cm, distal a patela, entre os liga-
mentos patelares intermédio e lateral. Apés incisio da pele, tecido
subcutaneo e fascias do joelho, houve exposicdo do tecido adiposo
femoropatelar que foi amputado. A capsula articular foi incidida
com auxilio de uma tesoura Metzenbaum. Com a exposicdo da tro-
clea lateral, realizou-se a biopsia da transi¢do entre tecido cicatri-
cial e borda do defeito condral utilizando-se um lamel6tomo de

3 Essence (Presence nutricdo animal Ltda, Brasil).
* Camisa artroscopica (Karl Storz).

5 Trocarte rombo (Karl Storz).

¢ Camera (Karl Storz).

7 Pinga Ferris Smith (Karl Storz).

8 Kartogenin (Sigma-Aldrich®,USA).

2 DMSO p.a = 99,9% (Sigma-Aldrich® USA).
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Falcdo-Faleiros. Posteriormente, promoveu-se lavagem articular
seguida da sutura de capsula articular, fascias e pele e os animais
foram recuperados do procedimento cirtirgico.

Os fragmentos de biopsia foram imediatamente fixados em
formalina a 10% e, posteriormente, processados segundo técni-
cas de rotina, emblocados em parafina e obtidos cortes de 5 mi-
crometros. Os cortes histolégicos foram submetidos a técnica de
desparafinizacdo em xilol, e a hidratagdo em uma sequéncia de
etanol absoluto, etanol a 95%, etanol a 70% e dgua destilada, em
seguida os cortes foram corados pelos métodos de hematoxifili-
na-eosina, pricosirius red e azul de toluidina. Para avaliagdo do
processo de reparacdo, foi quantificado o porcentual de cartila-
gem hialina neoformada. Para cada um dos cortes, avaliou-se a
presenca de cartilagem hialina, considerando-se a porcentagem
de sua presenca no tecido cicatricial avaliado. Para efeitos de
comparacdo entre grupos, foram adotados escores para a pro-
por¢do de cartilagem hialina de acordo com a porcentagem de
sua presenga no tecido de reparo (0 - 0%, 1 - 20%, 2 - 40%, 3 -
60%, 4 - 80%, 5 - 100%). Também foi avaliada a predominancia
de condrocitos (ou perda de celularidade), organizagdo celular e
tecidual da cartilagem, qualidade da matriz extracelular, presen-
¢a de fibras colagenas e fibrose conforme descrito anteriormente
(Wilke et al. 2007).

Os dados paramétricos foram submetidos a andlise de vari-
ancia em blocos ao acaso, considerando-se os efeitos de tempo,
sendo as médias comparadas pelo teste de Tukey. A comparagdo
entre grupos no mesmo tempo foi realizada pelo teste t de Stu-
dent. Os dados ndo paramétricos foram analisados quanto ao efei-
to do tempo pelo teste de Friedman seguido pelo teste de Dunn e
quanto ao efeito do tratamento pelo teste de Mann Whitney. Para
todos os testes foi considerado o nivel de significancia de P<0,05.

RESULTADOS

No primeiro procedimento artroscépico (T-0), ndo se ob-
servou qualquer alteracdo das articulagdes. A lesdo condral
na porgao distal da tréclea lateral foi realizada de forma
similar em todos os animais. Em todas as articulagdes, go-
tas de gordura foram obtidas durante a perfuracdo do osso
subcondral, demonstrando acesso a medula 6ssea. Durante
0 pos-operatério imediato e nos dias subsequentes, néo fo-
ram observadas redug¢des no consumo de feno e ragdo. Os
animais ndo apresentaram alteracdes no comportamento,
ndo havendo distribui¢do desigual de peso entre os mem-
bros posteriores ou alteragdo em sua mobilidade.

Na segunda artroscopia (ap6s 60 dias), verificou-se, em
ambos os grupos de articulagdes, a presenca de sinovite
moderada com fibrilacdes e erosdes na cartilagem articu-
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lar, envolvendo principalmente a borda da lesdo. Em ambos
os grupos, houve proliferacido tecidual na area da cicatriz,
contudo, o preenchimento da lesdo foi incompleto e acom-
panhado de irregularidades ao redor das lesdes. Quanto
ao percentual de lesdo recoberta, aderéncia as bordas e ao

Fig.1. (A) Avaliacdo das caracteristicas macroscopicas T-60, da
articulacdo controle e (B) da articulagdo tratada de lesdes re-
alizadas na tréclea lateral do fémur de equinos tratadas com
microperfuragdes associadas ou ndo com cartogenina. Setas
pretas indicam presenca de erosdes promovendo aumento do
didmetro da lesdo. Setas amarelas indicam areas de preenchi-
mento incompleto sobre o defeito condral.

~ « -
- - “
- SO\
- -
-~ 2 2 ne- tag
» e TN - S L
~
BN 8 Do va )
. L) < - P Ay~
A S < N N RNy AN
— B ' e a
~ N - ~ -
-~ - - - S
- -~ - i
: -~ RN \ . .
~ - N
P R ~ - - N
> : ~ N -
- - - = . <
e < . o -
- 3 N\
- - .~ - - -
-~ N 2 .
- - ~ . . - ~S N
. ~ S ~ - .. N
—~ B a -
- = = - > = .3
— - = -~ " - -
£.° TR = e - - -
-~ . - ~ -
S \ < ol
[~ - - -~ - -
- . - ~
- S . PSS - N
= ~ . - - = .
-~ e — - - o ~=
- = - g L. gy I~ -
= . - - ~
- ~ o - - — — — -
- e X — - - - ~
- - >
T ~ <= - - -~ — =
e - -~ - - —— o -
- AW . - < -
S - . "o -~ - > —
s _— ~ e N v -~ -
Y e N i SN R

- . — —— — — -k ~

Fig.2. Tecido de reparagdo no T-60 de lesdes realizadas na troclea
lateral do fémur de equinos tratadas com microperfurages
associadas ou ndo com cartogenina. Observa-se predominio
de fibras coldgenas desorganizadas e células fibroblastéides.
HE, obj.10x.

Quadro 1. Médias e desvios-padrao das variaveis de avalia¢do do tecido de
reparacio, obtidas durante a avaliacdo videoartroscopica no tempo 60 dias,
de lesoes realizadas na tréclea lateral do fémur de equinos tratadas com
microperfuracdes associadas ou ndo com cartogenina

Variavel Unidade Controle Tratado Valor de P
Média DP Média DP
Irregularidades Escore 1,42 0,49 1,58 0,49 0,6
Fibrilagoes Escore 2,08 0,86 1,58 0,8 0,4
Erosao Escore 0,75 0,76 0,92 0,66 0,67
Sinovite Escore 3 1,27 2,5 1,05 0,46
Porcentagem de lesdo recoberta % 58% 33,13% 43,30% 21,60% 0,52
Aderéncia as bordas Escore 1 0,63 1,17 0,75 0,72
Aderéncia ao osso subcondral Escore 15 0,55 1,17 0,75 0,48
Proliferacoes Escore 0,67 1,03 0,83 1,17 0,79
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0sso subcondral, os achados foram semelhantes nos dois
grupos (Fig.1). Nao houve diferenca significativa entre os
grupos para nenhuma das variaveis analisadas (Quadro 1).

A biopsia foi realizada de maneira satisfatéria. A artro-
tomia possibilitou boa visualizacdo da porg¢ao distal da tro-
clea lateral, permitindo bom posicionamento do lamelé4to-
mo de Falcao-Faleiros sobre o tecido de reparacdo e area de
transicdo de tecido sadio. As amostras coletadas apresenta-

Fig.3. Tecido de reparacdo, T-60 de lesdes realizadas na tréclea
lateral do fémur de equinos tratadas com microperfuragdes
associadas ou ndo com cartogenina. Observa-se entre setas
negras a presenca de matriz colagena bem organizada, com
presenca de condrocitos (setas amarelas) e com caracteristi-
cas de cartilagem hialina. HE, obj.20x.

: % :
- - 3t K 5 ”
~ ; |
S SN & -

X o)
~ &£y & (® 9
- » -~ PR -
- oY Vi ~
. : l 77 A
- - o _". ’
. \ ~
. Yo -
" v §
- rer ']
w= - Vg L
2l )7
- , ’ ]
' ’/44 o > ’,//’

b . — > ”

p— " . -’ »
— = B
e

: P e s !
= ™ >
= — - W}-

- ™ —— - -
Fig.4. Tecido de reparacdo, T-60 de lesdes realizadas na trdclea
lateral do fémur de equinos tratadas com microperfura¢des
associadas ou ndo com cartogenina. Observa-se fraca colora-
¢do na matriz territorial e interterritorial, (1) regido com fi-
bras desorganizadas, (2) matriz colagena com caracteristicas
de cartilagem hialina. Azul de toluidina, obj.20x).
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Fig.5. Fotomicrografia de luz polarizada, T-60 de lesdes realizadas
na tréclea lateral do fémur de equinos tratadas com microper-
furagdes associadas ou ndo com cartogenina. Observa-se pre-
dominio de fibras colagenas de coloracdo amarelo e vermelho
(colageno tipo I). Picrosirius red, obj.10x.

vam aproximadamente 0,5cm de didmetro, apresentando
quantidade de material suficiente para analise histolégica.
Durante a avaliacdo das laminas coradas pelo método
de H&E, o tecido de reparacdo apresentou predominio de
fibras colagenas desorganizadas associadas a perda de con-
drocitos (Fig. 2). Em alguns segmentos do corte histolégico,
foi constatado presenca de uma matriz bem organizada,
caracteristica de cartilagem hialina, contendo condrdcitos
jovens circundados por uma outra matriz composta por fi-
brocartilagem (Fig.3). Estes achados foram semelhantes em
ambos os grupos de articulagdes, sem diferenca estatistica.
Na avaliacdo percentual de cartilagem hialina no tecido ci-
catricial registrou-se média de 17,5%, considerando-se os
dois grupos. Na coloragdo por Picrosirius Red, o tecido de
reparacao foi confirmado como fibrocartilagem, com pre-
dominio de coladgeno tipo I em ambos os grupos avaliados.
Nos locais onde houve a formacdo da matriz com caracte-
risticas de cartilagem hialina, a coloragio por Picrosirius foi
negativa (Fig.4).Ja na coloracdo de azul de toluidina, houve
pouca marcacgdo sobre a fibrocartilagem e nos locais onde
houve a formacdo de cartilagem do tipo hialina (Fig.5).

DISCUSSAQ

Neste estudo, o modelo de indugdo de lesao foi feito atra-
vés do uso de cureta guiada por videoartroscopia. Durante
a execucdo da lesdo, levou-se em conta a remogdo do plano
calcificado, devido a sua interferéncia no processo de cica-
trizacdo, como é descrito por Frisbie et al. (2006). A técnica
de perfuracao do osso subcondral foi realizada de maneira
satisfatoria, através do uso de microrretifica em baixa rota-
¢do, diferindo da técnica descrita por Yi-Meng & Steadman
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(2008), onde os mesmos indicam que as perfura¢des sejam
realizadas através de furadores conicos associados a bati-
das com martelo ortopédico. No presente estudo, o acesso
a medula dssea foi comprovado por meio do surgimento de
glébulos de gordura no sitio de perfuragio, induzindo a mi-
gracao de células progenitoras para o foco da lesao.

0 modelo experimental utilizado para inducdo de os-
teoartrite no presente estudo foi considerado adequado,
devido a inflamacdo, efusdo articular e degeneracdo da car-
tilagem articular, sendo estes achados descritos por Mcl-
lwraith (2005). No presente estudo, optou-se por induzir
a lesdo condral na tréclea lateral, o que difere das demais
pesquisas utilizando equinos, onde é realizada a lesdo no
condilo medial, visando mimetizar lesdes frequentemente
visualizadas em humanos (Frisbie et al. 1999). O intuito de
realizar a lesdo na tréclea lateral distal teve como objetivo
facilitar o acesso para artrotomia e biopsia. O lamel6tomo
de Falcdo-Faleiros se mostrou um instrumento eficiente
para realizacdo de bidpsias de cartilagem articular, pro-
duzindo fragmentos de tamanho adequado e preservando
a integridade de suas camadas, desde a mais profunda a
mais superficial. O acesso a tréclea lateral foi possivel em
todos animais, tanto para induc¢do da lesdo, quanto para
artrotomia. Mais além, todos os equinos se recuperaram
sem complicacdes de ambas as cirurgias e em momento
nenhum apresentaram seu bem-estar comprometido. Por
tais razoes, o modelo experimental de defeito osteocondral
utilizando na porgdo distal da troclea lateral do fémur foi
satisfatorio.

Entretanto, ha de se ressaltar que houve aumento do
didmetro da lesdo condral em alguns animais, o que é in-
comum quando lesdo semelhante é realizada no cdndilo
medial (Mcllwraith et al. 2011, Yamada et al. 2011). Expan-
sdo da lesao também foi relatada em um modelo de lesdo
condral no terceiro osso carpiano, local onde havia pouca
sustentacdo do peso corporal (Hurtig 1988). O processo
de reparo da cartilagem pode ser influenciado por varios
fatores como o local e tamanho da lesdo e as forcas de com-
pressdo e a movimentacdo articular, que alteram o fluxo de
solutos necessarios para a reparagdo da cartilagem articu-
lar (Hurtig 1988).

No presente estudo, o tecido de reparacdo neoformado
foi composto predominantemente de fibrocartilagem, o
que nao diferiu entre as articulacdes. Esses achados foram
semelhantes aos encontrados por outros autores usando
modelos semelhantes (Milano et al. 2010, Mcllwraith 2011,
Milano et al. 2012). Entretanto, na maioria dessas pesqui-
sas ndo foi obtida formacgdo de cartilagem hialina, com ex-
cecdo de Mcllwraith (2011), que descreveu a formacgao de
um tecido com caracteristicas de cartilagem hialina e quan-
tificou este em 16% apos avaliagdo histomorfométrica do
tecido de reparacdo. No presente estudo, foi encontrado,
em média, 17,5% deste tecido, o que se assemelha aos re-
sultados alcangados por Mcllwraith (2011).

A coloracao de toluidina foi utilizada na andlise histo-
légica por demonstrar a presenca de glicosaminoglicanos
na matriz extracelular, corando de azul claro e roxo escu-
ro (metocromasia) os glicosaminoglicanos (Hoemann et
al. 2011). Ambos os grupos apresentaram fraca marcagao

(azul claro) e ndo houve metocromasia. Esses achados indi-
cam que houve baixa produgio de proteoglicanos, mesmo
nas areas onde houve a formacido da matriz com caracteris-
ticas de cartilagem hialina. Resultados semelhantes foram
encontrados por Yamada et al. (2011), mas diferiram dos
encontrados por Mcllwraith et al. (2011), onde a associa-
¢do de células tronco mesenquimais e acido hialurénico,
apresentou maior quantidade de agrecan. Inferimos que a
baixa concentracdo de células tronco mesenquimais, origi-
nadas pela técnica de microperfuracdo no presente estudo,
ndo alcangou concentracgdes terapéuticas adequadas a pon-
to de influenciar a produgdo de glicosaminoglicanos.

Ao contrario do observado em estudos recentes realiza-
dos em animais de laboratdrio, a injecdo intraarticular de
cartogenina nao promoveu melhora na reparagdo de defei-
tos condrais no presente estudo. A cartogenina ja se mostrou
capaz de promover a diferenciacdo de células tronco mesen-
quimais (CTMs) em condrdcitos. Estudos clinicos em outras
espécies tém demonstrado que a cartogenina pode promo-
ver aregeneracao de cartilagem hialina em ratos (Johnson et
al. 2012) e coelhos (Xu et al. 2014). Em coelhos, a adi¢do de
cartogenina produziu significante melhora no aspecto ma-
croscopico de defeitos condrais tratados com microfratura
(Xu et al. 2014). Mais além, em modelo de osteoartrite indu-
zida em ratos, o membro tratado com 1 uM de cartogenina,
apresentou maior capacidade de sustenta¢ao do peso quan-
do comparado ao membro nao tratado (Johnson etal. 2012).

Como os estudos clinicos com a molécula cartogenina
nas diversas espécies ainda sdo escassos, torna-se dificil
discutir os possiveis fatores responsaveis pela falta de efei-
to positivo da terapia com esta molécula no presente es-
tudo. Todavia, estes primeiros resultados nao devem des-
cartar o uso da cartogenina para uso clinico em equinos.
Novos estudos testando outras concentracdes e formula-
¢des e outros protocolos terapéuticos deverdo ser realiza-
dos, até que se comprove a ineficacia do uso da cartogenina
para reparac¢do condral articular em equinos.

0 uso de microperfuragdes de defeitos condrais, segun-
do o método descrito utilizando o pino de Steinman, foi util
e de facil realizacdo, se mostrando capaz de induzir a for-
macao de tecido de reparagdo com presenca de cartilagem
hialina. O modelo de lesao osteocondral na por¢ao distal
da tréclea lateral do fémur equino permitiu facil acesso
cirurgico para a realizacdo de biopsias. Mais além, todos
animais apresentaram evolugao favoravel no pds-cirurgico,
sem evidéncias de comprometimento de seu bem-estar.
Isso demonstra a utilidade desse modelo, contudo consi-
derou-se que o aumento de area de algumas lesdes, quando
comparada com estudos que utilizaram o condilo medial,
trouxe duvidas se o menor contato dessa area com a patela
poderia interferir negativamente no processo de reparo da
cartilagem.

CONCLUSAO

A terapia com cartogenina, segundo protocolo utilizado,
ndo foi eficaz em melhorar a qualidade ou a quantidade de
tecido de reparagdo em lesdes osteocondrais induzidas e
tratadas com microperfuracdes na troclea lateral do fémur
em equinos.
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