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RESUMO

A reconstitui¢do da cartilagem articular danificada por doencas de desenvolvimento, trauma e osteoartrite
tem sido um grande desafio na veterinaria. O objetivo do presente estudo foi avaliar o uso da cartogenina,
uma molécula capaz de induzir diferenciacdo de células mesenquimais em condrdécitos, associado ou nao
a técnica de microfratura na reparagdo de defeitos condrais induzidos na troclea femoral de equinos.
Foram utilizados seis equinos pesando em média (xDP) 342+1,58kg, com idade de 7,2+1,30 anos e
escore corporal de 7,1+0,75, os quais foram submetidos & videoartroscopia para indugdo da lesdo condral
de 1cm’ na troclea lateral do fémur e a realizacdo da técnica de microperfuracdo do osso subcondral de
ambos os joelhos. Foram realizadas quatro aplicacbes semanais com 20uM de cartogenina intra-articular
em um dos joelhos (grupo tratado) e solugcdo de ringer com lactato na articulagdo contralateral (grupo
controle). Os animais foram submetidos a avalia¢fes fisica, radiogréfica, ultrassonogréfica, por um
periodo de 60 dias. Nao houve qualquer diferenca estatistica entre as articula¢fes tratadas e as controle. A
terapia com cartogenina, segundo protocolo utilizado, ndo produziu melhora clinica em lesdes
osteocondrais induzidas e tratadas com microperfurac@es na tréclea lateral do fémur em equinos.
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ABSTRACT

Articular cartilage reconstruction is still a challenge in Veterinary Medicine. The aim was to evaluate the
therapeutic effects of kartogenin, a small molecule that promotes chondrocyte differentiation, in the
repair of induced chondral defects pretreated with subchondral drilling. Six horses with a mean (+ SD)
weight of 342 + 1.58Kg, aging 7.2 = 1.30 years, and with a mean 7.1 £ 0.75 body score condition were
used. In both stifles, a 1cm? chondral defect was induced in the lateral femoral trochlea followed by
treatment with subchondral drilling. Four intra-articular injections with kartogenin (20mM) were
performed weekly in one stifle (treated group). The same procedure using saline solution was performed
in the contralateral joint (control group). Clinical, radiographic, ultrasound evaluations were performed
for a period of 60 days. No statistical differences were detected between groups in any of the studied
variables. Although kartogenin has shown to improve articular cartilage repair in laboratory animal
models, the same was not observed in this equine model. In conclusion, the kartogenin therapy, according
to the used protocol, did not promote any clinical benefit in equine femoral trochlear defects pretreated
with subcondral drilling.
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INTRODUCAO

A reconstituicdo da cartilagem articular
danificada por doencas de desenvolvimento,
trauma e osteoartrite tem sido um grande desafio,
tanto na medicina humana quanto na veterindria.
Entre as enfermidades articulares dos equinos, a
osteoartrite  (OA) é a mais frequente,
correspondendo a 60% das causas (Mcllwraith,
1996). A OA ¢é definida como um processo
crénico caracterizado por progressiva
deterioracdo da cartilagem articular,
acompanhado por alteragGes na capsula articular,
no o0sso subcondral e nos demais tecidos
articulares  (Mcllwraith,1996; Brandt et al.,
2009). A principal consequéncia da OA é a
degradacdo da cartilagem articular que, por sua
vez, apresenta importantes limitagdes quanto ao
seu potencial de regeneracdo (Hurtig et al.,
1988).

Uma vez degradada a cartilagem articular, essa
ndo possui a capacidade de autorregeneracdo.
Nos casos em que ha perda de cartilagem, com
exposicdo do osso subcondral, ocorrerd a
formacdo de um tecido cicatricial fibroso,
podendo ou ndo sofrer metaplasia para
fibrocartilagem (Hurtig et al., 1988). Para
contornar o potencial limitado de regeneracéo,
pesquisas vém sendo realizadas usando terapias
celulares como o plasma rico em plaquetas e
células-tronco mesenquimais. Mesmo com esses
avancos, o tecido cicatricial predominantemente
alcancado é a fibrocartilagem e ndo a cartilagem
hialina (Milano et al., 2010; Mcllwraith et al.,
2011; Yamada et al., 2011; Milano et al., 2012).

Recentemente, demonstrou-se que uma molécula
denominada cartogenina tem a capacidade de
diferenciar células-tronco mesenquimais em
condrécitos in vitro (Johnson et al., 2012).
Também se demonstrou que seu uso pode
melhorar a condicdo clinica de animais de
laboratério com defeito condral induzido
(Johnson et al., 2012; Xu et al., 2014).

Devido ao potencial do uso da cartogenina para
promover regeneracdo condral e pelo fato de
ainda ndo existirem pesquisas utilizando equinos
como animais de experimentacdo, objetivou-se
fazer analise clinica, radiogréfica,
ultrassonogréfica do liquido sinovial de equinos
submetidos ao tratamento com cartogenina,
associado ou ndo a técnica de microfratura, para
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0 reparo de defeitos condrais induzidos. A
hipotese é a de que a aplicacéo intra-articular de
cartogenina produz melhora clinica em equinos
com defeito condral induzido pré-tratado com
microperfurac@es subcondrais.

MATERIAL E METODOS

O estudo experimental foi conduzido atendendo
a todos os requisitos do Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA/UFMG), sob
protocolo de numero n°. 36/2014. Foram
utilizadas cinco éguas e um cavalo, adultos, sem
raca definida, com peso médio (xDP) de
342+1,58kg, com a idade de 7,2+1,30 anos e
escore corporal de 7,1+0,75. Todos os animais
foram provenientes da Fazenda Modelo
de Pedro Leopoldo - MG e foram
considerados clinicamente normais apos exames
fisico e laboratorial (hemograma e perfis
hepatico e renal). Nenhum dos equinos
tampouco apresentou alteragBes radiograficas
e ultrassonogréficas das articulacoes
femorotibiopatelares.

Os animais foram mantidos em baias individuais
de alvenaria, por periodo de adaptacdo de 30
dias, recebendo diariamente &gua, feno de tifton
e sal mineral ad libitum e ragdo comercial
(Essence, Presence Nutricdo Animal Ltda.,
Brasil) na quantidade equivalente a 1% do peso
vivo, dividida em duas porcdes.

Utilizou-se um delineamento experimental do
tipo blocos ao acaso, comparando-se grupo
tratado versus grupo controle em diferentes
tempos. Para tanto, lesdes condrais foram
induzidas em ambas as articulagbes
femoropatelares de cada animal, sendo uma
articulagdo controle e outra tratada. Para cada
grupo, havia trés articulagdes do lado direito e
seis do lado esquerdo.

O primeiro procedimento artroscopico para
inducdlo da lesdo e realizacdo  das
microperfuragdes foi considerado o tempo 0 (T-
0). Os animais foram mantidos em decibito
dorsal, e na articulagdo femorotibiopatelar foram
criados dois portais de 1cm. O primeiro portal foi
criado entre os ligamentos patelares medial e
intermédio. O segundo portal foi criado entre os
ligamentos patelares intermédio e lateral, onde,
por meio da abertura, foi introduzida uma cureta
nimero 1. Com este instrumento, realizou-se
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uma lesdo condral de 1cm? na porg¢do distal da
troclea lateral. O defeito foi induzido
preservando-se a integridade do osso subcondral
em ambas as articulacGes.

Apobs completa exposi¢do do osso subcondral, a
mensuracdo dos lados da lesdo foi realizada
utilizando-se as pontas ativas da pinca Ferris
Smith (Karl Storz), que se distanciam em 1lcm
quando em abertura total. Feito isso, 0 0sso
subcondral foi perfurado com o auxilio de um
pino de Steinmande 1,5mm de didmetro,
acoplado a uma microrretifica. Foi feito um total
de cinco perfura¢des por lesdo, uma no centro e
quatro nas extremidades. Os pinos eram
aprofundados até que houvesse o extravasamento
de globulos de gordura advindos da medula
Ossea. Tal procedimento foi realizado em todas
as articulagdes.

Nas articulagbes do grupo tratado, aplicacBes
intra-articulares de cartogenina foram realizadas
ao final da primeira artroscopia e semanalmente
por mais trés semanas. Para tanto, previamente
ao procedimento cirlrgico, preparou-se uma
solucdo estoque adicionando-se 5mg de
cartogenina (Kartogenin, Sigma-Aldrich®, USA)
em 70mL de dimetil-sulféxido (DMSO p.a >
99,9%, Sigma-Aldrich®, USA) em capela de

fluxo laminar. Apo6s a diluicdo, aliquotas
contendo 1mLda solucdo foram separadas em
tubos do tipo Eppendorf e imediatamente
congeladas a -20°C.

Ao final da artroscopia e nos dias de tratamento,
a solugdo de tratamento era preparada utilizando-
se 1ml da solugdo de estoque adicionada a 19mL
de ringer com lactato, obtendo-se concentracdo
final de 20uM de cartogenina. Um volume igual
de solucéo ringer lactato foi administrado como
placebo nas articulagdes do grupo controle. As
solucbes foram sempre preparadas pela mesma
pessoa e entregues ao cirurgido em uma seringa
de 20mL acoplada a um filtro de seringa de 0,20
micras, sem identificacdo e recoberta por
esparadrapo, de forma que o estudo fosse
conduzido de maneira cega durante todo o
periodo experimental.

Os animais foram acompanhados durante o
periodo de 60 dias, quando foram submetidos a
exame fisico diério e a avaliagdo de claudicagéo
semanal, segundo a graduacdo preconizada pela
Associagdo Americana de Médicos Veterinarios
de Equinos (AAEP, 1996). Além dessa
avaliacdo, foi criada uma segunda escala de
claudicacdo, visando a alteragdes na fase cranial
da passada dos membros posteriores (Tab. 1).

Tabela 1. Graduacéo de claudicagdo, visando a alteragBes na fase cranial da passada

Grau Descrigéo
0 Né&o claudica
1 Encurtamento da fase cranial da passada
2 Encurtamento da fase cranial e de elevacdo da passada, claudicacéo evidente
3 Dificuldade em caminhar e relutante em trotar
4 Nao apoia 0 membro no solo

As avaliagBes radiograficas foram realizadas
antes e com 30 e 60 dias da inducdo lesional.
Utilizaram-se projecdes lateromedial obliqua e
caudocranial das articulagbes com exposi¢do a
90Kv e 3,5mA, seguindo o sistema de
classificacdo  radiografica  estipulada  por
Crawford (1991).

As articulagGes femoropatelares também foram
avaliadas semanalmente  por meio de
ultrassonografia, utilizando-se um aparelho de
uso veterinario (M5, Mindray) munido de probe
linear com frequéncia entre 7 e 10MHz. Para
avaliacdo da superficie articular e da presenca de
erosdes sobre o osso subcondral, utilizou-se o
escore de graduacdo estipulado por (Larsen et
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al., 1977). Junto a essa avaliagdo, também foram
mensuradas as areas do recesso femoropatelar
lateral e o recesso femorotibial medial, com o
intuito de avaliar efusdo articular.

Os dados paramétricos foram submetidos a
andlise de variancia em blocos ao acaso
considerando-se os efeitos de tempo, sendo as
médias comparadas pelo teste de Tukey. A
comparacdo entre grupos no mesmo tempo foi
realizada pelo teste t de Student. Os dados nédo
paramétrios foram analisados quanto ao efeito 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.
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RESULTADOS

Durante o procedimento artroscépico para
realizacdo da lesdo, ndo se observaram quaisquer
alteracBes prévias nas articulagdes utilizadas. A
lesdo condral na porgdo distal da troclea lateral
foi realizada de forma satisfatoria. Em todos os
procedimentos de microperfuragdes, gotas de
gordura foram obtidas, demonstrando acesso a
medula dssea.

Todos os animais comportaram-se bem no pos-
operatorio imediato e nos dias subsequentes, nao
sendo observadas redug¢fes no consumo de feno
e ragdo. Os equinos se mantiveram em estagdo na
maior parte do dia, ndo havendo distribuicdo
desigual de peso entre os membros posteriores
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ou alteracdo em sua mobilidade, sendo apenas
visualizada uma leve rotagdo lateral da
articulacdo  femorotibiopatelar, quando o0s
animais eram submetidos ao trote.

Algum grau de claudica¢do foi observado em
todos o0s animais nas semanas seguintes a
cirurgia. Entretanto, houve predominio de
claudicacOes discretas. Segundo a classificacdo
da AAEP (1996), considerando-se membros
pélvicos direito e esquerdo, o grau médio de
claudicacdo (xDP) foi de 1,42+1,31 na primeira
semana e de 0,58+1,08 na oitava semana. N&o
houve diferenca estatistica entre tempos ou
grupos, considerando-se ambas as classificacdes
para claudicacéo (Fig. 1).
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Figura 1. Médias e erros-padrdo da avaliacdo de claudicacdo segundo AAEP (1996) ou metodologia
prépria de equinos submetidos a lesdo condral na tréclea lateral do fémur, tratados ou ndo com

cartogenina.

Pelo exame radiografico da articulacdo
femorotibiopatelar, ndo houve alteracdes
detectaveis da superficie e do espaco articular.
Apenas foram visualizados os pontos de
perfuracéo realizados no 0sso subcondral durante
a execucdo da técnica de microperfuragdo na
tréclea lateral nos tempos 30 e 60. Achados
semelhantes foram encontrados na avaliagdo
ultrassonografica, em que também foram
visualizados os locais das perfuragdes no 0sso
subcondral.
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Em relagdo as medidas dos recessos
femoropatelar lateral e femorotibialmedial
(Fig. 2), houve aumento significativo quanto a
circunferéncia e a area. Isso ocorreu a partir da
primeira  semana  pds-operatéria, havendo
regressdo gradual com o passar das semanas
(Fig. 3 e 4). Nenhuma diferenca estatistica foi
detectada entre grupos em um mesmo tempo.
Durante avaliacdo dos recessos lateral e medial,
também foi encontrada proliferagdo sinovial
(Fig. 2), que se manteve até o fim do estudo.
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RECESSO MEDIAL + Circ 59.7 mm RECESSO LATERAL * Circ 74.1 mm
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Figura 2. Imagem ultrassonografica demonstrando a mensuragdo da circunferéncia e da area do recesso
femorotibial medial de um equino submetido & lesdo condral. Setas amarelas indicam proliferagdes
sinoviais (A). Mensuragdo da circunferéncia e area do recesso lateral da articulagdo femoropatelar direita

(B).

Recesso Medial - Circunferéncia Recesso Medial - Area
50 150+
o TIETIAI *
E = E 100+
20 il
10+
ol e 0-

O NDY D %904 0N Ko606A0Q
L

Controle C Tratado
Semanas

R
QANDL D HH 04 -OANG % KH oA
!

1

Controle ' Tratado
Semanas

Figura 3. Médias e erros-padrdo da circunferéncia e da &rea do recesso femoropatelar lateral de equinos
submetidos & lesdo condral na troclea lateral do fémur, tratados ou ndo com cartogenina.
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Figura 4. Médias e erros-padrdo da circunferéncia e da area do recesso lateral da articulagdo
femoropatelar de equinos submetidos a lesdo condral na troclea lateral do fémur, tratados ou ndo com
cartogenina.
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DISCUSSAO

Como descrito por outros autores, que utilizaram
modelos semelhantes de lesdo condral no cavalo,
claudicacgdo leve era esperada no presente estudo.
Escores  semelhantes  (1.3£0.08)  foram
observados apds lesGes condrais induzidas
delcm?no condilo medial do fémur (Mcllwraith,
2009) e de 15mm na crista troclear medial do
fémur (Frisbie et al., 2008). Esses achados
de mesma intensidade dolorosa decorrente
de lesdes em diferentes locais da
articulacdo femorotibiopatelar indicam influéncia
predominante da exposi¢do do o0sso subcondral.
Sabe-se que, diferentemente da cartilagem
articular, o 0sso subcondral é inervado, podendo
haver sensibilizagdo das fibras nervosas aferentes
por mediadores inflamat6rios como citocinas,
prostaglandinas e 6xido nitrico decorrentes do
processo inflamatorio instalado na articulagdo
pela lesdo (Werren e Grauw, 2010).

Referente a rotagdo do membro quando os
animais eram submetidos ao trote, este achado
foi semelhante ao encontrado por Yamada et al.
(2011). Sugere-se que é uma adaptacdo postural
ocasionada pela dor. E como ndo houve
diferenca entre as articulagdes, é possivel inferir
que a melhora gradual da claudicacdo foi
ocasionada pela reducdo do  processo
inflamatério e ndo pelo efeito da cartogenina.
Diferentemente do que foi encontrado com o uso
de cartogenina em um modelo de osteoartrite em
ratos (Johnson et al., 2012), a articulagdo que
recebeu a molécula ndo apresentou melhor
sustentagdo do peso comparado com a
articulacéo controle.

No estudo radiografico foi possivel identificar,
aos 30 e 60 dias, os pontos de microperfuragdo
do osso subcondral no local da lesdo. Entretanto,
ndo houve alteracbes radiograficas tipicas de
lesdo condral como a reducdo do espaco
articular. Sabe-se, porém, que tais alteracfes so
sdo evidentes quando had grande perda da
cartilagem e mudanca de 30-40% na densidade
mineral 6ssea (Greenfield, 1986). Também nao
foram observadas lesfes tipicas de osteoartrite,
resultado que difere de modelos em que o defeito
foi realizado no condilo femoral, quando foram
descritas proliferacfes Osseas, formacdo de
osteofitos, lise 6ssea e aumento da opacidade na
regido do defeito (Mcllwraith et al., 2011).
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Esses resultados radiograficos sdo condizentes
com a claudicagdo discreta. Tomados em
conjunto, esses achados demonstram que o
modelo é bem tolerado pelos animais, sem trazer
lesbes ou sequelas que possam comprometer seu
estado de bem-estar.

Ao exame ultrassonografico, também foi
possivel documentar as microperfurac@es dsseas,
demonstrando fécil acesso ao local da leséo. Este
estudo, da mesma forma, foi importante para
documentar e quantificar a efusdo sinovial.
Normalmente o recesso sinovial femorotibial
medial possui uma certa quantidade de liquido
sinovial (Swiderski et al., 2005), condizendo
com a avaliacdo realizada no tempo zero. Quanto
ao recesso  femoropatelar lateral, este
normalmente ndo é visualizado em cavalos
normais (Denoix & Coudry, 2008).

Com o processo inflamatério promovido pela
cirurgia e pela inducdo da lesdo, houve um
aumento gradual na circunferéncia e na area do
recesso femoropatelar lateral nas primeiras
semanas subsequentes. Contudo, a efusdo
comecou a regredir a partir da terceira semana,
retornando a valores equivalentes aos basais a
partir da quinta semana (Fig. 3). Alteracdes
também  foram  verificadas no  recesso
femorotibial medial, com alteragBes discretas em
suas dimens@es (Fig. 4), entretanto com indicios
de proliferacdo sinovial (Fig. 2). A presenca de
proliferacBes sinoviais durante as avaliacfes dos
recessos € um achado comum e considerado
inespecifico (Swiderski et al., 2005).

Independentemente da varidvel estudada e do
tempo em que a andlise foi realizada, ndo foram
encontradas quaisquer diferencas entre o grupo
tratado e o ndo tratado. Esses achados
demonstram claramente que o uso da cartogenina
ndo teve qualquer beneficio clinico sobre as
alteracGes articulares induzidas pela lesdo
condral. Estando de acordo com os achados
encontrados por (Rocha Junior et al., 2016). Mas
estes resultados estdo em desacordo com estudos
com osteartrite induzida por colagenase ou
transeccdo de ligamentos no joelho de
camundongos (Johnson et al., 2012), que
verificaram melhora na porcentagem de apoio de
peso nos membros tratados com cartogenina em
relacdo ao membro controle. Ainda é prematuro
discutir a discrepancia dos resultados entre 0s
dois modelos, contudo existem marcadas
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diferencas na biomecanica da articulacdo do
joelho entre as espécies e também entre as
metodologias de inducdo de lesdo nos diferentes
estudos.

CONCLUSOES

A terapia com cartogenina, segundo protocolo
utilizado, ndo produziu melhora nas repercussdes
clinicas de lesbes osteocondrais induzidas e
tratadas com microperfuracdes na troclea lateral
do fémur em equinos.
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