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RESUMO

Obijetivo: Avaliar o efeito das inje¢Ges intra-articulares de corti-
costeroide e dos acidos: hialurdnico nativo e com cadeias rami-
ficadas, na osteoartrose induzida experimentalmente. Métodos:
44 coelhos submetidos a resseccéo do ligamento cruzado anterior
foram divididos em quatro grupos de 11. Grupo 1: uma injecéo
intra-articular com solucéo salina por semana, durante 3 sema-
nas. Grupo 2: trés injecBes, com intervalo semanal, de &cido
hialurénico nativo. Grupo 3: trés injecdes, com intervalo sema-
nal, de &cido hialurdénico ramificado. Grupo 4: duas injecOes de
betametasona com intervalo de trés semanas. Apo6s 12 semanas
da cirurgia a cartilagem articular dos planaltos tibiais foi avalia-
da por macroscopia. As alteracfes na superficie articular foram
graduadas da seguinte maneira: grau 0 — superficie articular lisa,
sem alteracOes de relevo; grau 1 — superficie rugosa, sem de-
pressdes; grau 2 — semelhante ao grau 1 porém com depressdes
na superficie; grau 3 — exposi¢ao do osso subcondral. A analise
estatistica consistiu na utilizagdo do teste t de Student, teste do
Qui-quadrado e da analise de variancia (Anova). O nivel de sig-
nificancia utilizado foi de 5%. Resultados: Observou-se haver
diferenca estatistica entre os grupos 2, 3 e 4 e 0 grupo controle
no desenvolvimento e gravidade da artrose, porém ndo houve di-
ferenca entre os grupos das drogas estudadas. Conclusdo: Cons-
tatou-se atenuacdo da evolucdo do processo de osteoartrose, na
mesma magnitude, com a utilizacao de injecdes intra-articulares
dos glicosaminoglicanos de baixo peso molecular e de alto peso
molecular, assim como do corticosteroide betametasona quando
comparados com placebo em joelhos de coelhos.

Descritores — Acido hialurénico; Ligamento cruzado anterior;
Osteoartrose; Joelho; Coelhos

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the effects of
intraarticular injections of corticosteroids, native hyaluronic acid
and branched-chain hyaluronic acid in experimentally-induced
osteoarthrosis. Methods: 44 rabbits underwent anterior cruciate
ligament resection and were subsequently divided into four groups,
composed of eleven subjects each. Group 1: rabbits received week-
ly intraarticular injections of saline over a period of four weeks;
Group 2: the animals received three weekly intraarticular injections
of native hyaluronic acid; Group 3: rabbits in this group received
three weekly intraarticular injections of branched-chain hyaluronic
acid; Group 4: two injections of betamethasone over a period of
three weeks. A macroscopic study of the cartilage of the tibial pla-
teaus was performed twelve weeks after surgery and changes in
the joint surface were graded accordingly: Grade 0: smooth joint
surface without relief changes; Grade 1: rough surface without any
depression; Grade 2: similar to grade 1, but with depressions on the
joint surface and Grade 3: subchondral bone exposure. Statistical
analysis was performed with the use of Student’s T test, chi-square
test and analysis of variance (ANOVA), with a significance level of
5%. Results: A statistical difference was found between the control
group and the three study groups (2, 3 and 4) in both the develop-
ment and severity of arthrosis. However, there was no difference
in outcome among the three different drugs. Conclusion: A simi-
lar degree of attenuation of the osteoarthrosis process in rabbits’
knees was found in all three study groups (low-molecular-weight
glycosaminoglycans, high-molecular-weight glycosaminoglycans
and betamethasone) when compared to placebo.

Keywords — Hyaluronic acid. Anterior cruciate ligament; Os-
teoarthritis; Knee; Rabbits
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INTRODUCAO

Osteoartrose € a enfermidade articular mais fre-
quente da populacédo senil, com prevaléncia superior
a 10% apds os 50 anos de idade, podendo acarretar
importantes limitacdes funcionais®™?. Dentre as varias
modalidades de tratamento disponiveis atualmente, a
terapia com injecdes intra-articulares de &cido hia-
lurénico (AH) tem demonstrado efeito benéfico no
controle dos sintomas da gonartrose®.

O AH, um polissacarideo da familia dos glicosa-
minoglicanos, contribui para a homeostase da articu-
lacdo normal e apresenta-se em menor concentracao
e com peso molecular diminuido no liquido sinovial,
nas articulagdes com osteoartrose“®. O AH adminis-
trado na forma de injegdes intra-articulares pode po-
tencializar os efeitos regenerativos do AH enddgeno
sobre a cartilagem articular, restituindo a viscoelasti-
cidade do liquido sinovial, contribuindo na sintese de
AH pelos sinovidcitos, prevenindo a degradacdo de
proteoglicanos e fibras de colageno da matriz extra-
celular. Estimula o metabolismo e previne a apoptose
dos condrdcitos, inibe a degradacdo condral e as res-
postas inflamatorias articulares®. Atribui-se a estes
efeitos da terapia com AH ndo s6 a sua capacidade
em amenizar os sintomas relacionados a osteoartrose,
mas também sua interferéncia na progressao da dege-
neracdo articular®®),

Outra opcdo terapéutica no manejo da gonartrose
sdo as injecdes intra-articulares de corticosteroides.
Estudos clinicos demonstraram resultados favora-
veis em relacdo ao alivio de dor e melhora funcio-
nal, apos injecdes intra-articulares de fosfato disso-
dico de betametasona/acetato de betametasona ou
metilprednisolona”®. A administracdo intra-articular
de corticosteroides em baixas a moderadas doses
pode reduzir a progressdo da erosdo da cartilagem e
a formacéo de osteofitos®. Além de suprimir a pro-
ducéo de metaloproteinases, implicadas na génese da
osteoartrose, é capaz de prevenir, parcialmente, a des-
truicdo de células e tecidos da matriz cartilaginosa por
radicais livres de oxigénio®®1b),

Considerando a abrangéncia e as implicacbes da
osteoartrose de joelho, compreende-se atualmente a
importancia do diagndstico e tratamento em suas fases
iniciais, de maneira a minimizar suas consequéncias®?,
Por ndo haver até o presente momento intervengdes
que sejam capazes de inibir sua evolugéo, sobressaem
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as opcdes que permitem a reducdo da sua progressao.
InjecOes intra-articulares de diferentes tipos de acido
hialurénico e de corticosteroides poderiam ser utiliza-
das com esta finalidade.

Para avaliar os efeitos destas substancias na go-
nartrose, propds-se nesta pesquisa a utilizacdo de um
modelo experimental de osteoartrose que se asseme-
Iha aquela observada na espécie humana. A secgédo
do ligamento cruzado anterior do joelho de coelhos
mimetiza as alteracdes morfoldgicas e bioquimicas
observada na osteoartrose humana, o0 que permite a
reproducdo acurada dos resultados obtidos314),

Objetivou-se neste trabalho avaliar o efeito das
injecdes intra-articulares do acido hialurénico nati-
vo (Polireumin®, TRB Pharma, Sdo Paulo, Brasil),
do &cido hialurdnico com cadeias ramificadas (Syn-
visc®, Novartis, Sdo Paulo, Brasil) e do corticoste-
roide betametasona (Diprospan®, Shering-Plough,
Sédo Paulo, Brasil) separadamente, e comparativa-
mente entre si, na osteoartrose induzida pela seccao
do ligamento cruzado anterior (LCA) dos joelhos de
coelhos.

METODOS

Foram utilizados 44 coelhos da raca Califérnia,
machos, que permaneceram alojados antes e durante a
realizacdo dos procedimentos, em Biotério, em gaio-
las, com dois animais em cada uma, com alimentacao
padronizada e livre acesso a dgua. Foram mantidos
em controle de luz (ciclo claro-escuro de 12 horas),
com temperatura (22 + 1°C), umidade e nivel de ru-
ido mantidos estaveis, até atingirem o peso médio
de (3,5kQ).

Todos os animais inicialmente foram submetidos a
ressec¢do do LCA.

O procedimento cirargico consistiu em anestesia
pré-operatoriamente com 10mg/kg de cloridrato de
cetamin (Dopalen®) e 50mg/kg de cloridrato de xilasi-
na (Anasedan®), administradas na mesma seringa, de
forma intramuscular (IM), no ventre dos masculos se-
mimembranaceo e semitendineo do membro posterior
direito. Na mesma ocasido foi administrada injecao
de 14.400U1 de penicilinas e 6mg de estreptomicinas
(Pentabidtico Veterinario Reforcado® - Eurofarma)
como antibioticoprofilaxia, e Flunamine® (Bayer),
na dose de 2,2mg/kg, por via IM, para analgesia
poOs-operatoria.
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O joelho direito foi submetido a tricotomia e a an-
tissepsia com polivinilpirrolidona (Povidini®). Apés a
aplicacdo de campos esteéreis, foi realizada incisdo pa-
rapatelar medial na pele e tecido subcutaneo, seguida
de capsulotomia e luxacéo lateral da patela.

O joelho foi entdo posicionado em flexdo maxima,
0 que permitiu a visualizagdo do ligamento cruzado
anterior. Este foi seccionado com lamina de bisturi n°
15, a articulagdo foi irrigada com solugéo salina iso-
tbnica e procedeu-se a capsulorrafia e sutura da pele
com mononailon 4.0 (Figura 1).

Os coelhos permaneceram alojados nas suas res-
pectivas gaiolas apds o ato operatorio, sem restricao de
apoio aos membros operados. Foram distribuidos ran-
domicamente em quatro grupos com 11 animais cada
um. Decorridas trés semanas do procedimento cirdrgico
iniciaram-se as respectivas injecdes intra-articulares.

Grupo 1: controle, injecdes com solucdo salina
isotdnica, com intervalo de uma semana entre cada
uma, por trés semanas.

Grupo 2: trés infiltracbes, com intervalo de uma
semana entre cada uma, com acido hialurénico nativo
(Polireumin®).

Grupo 3: trés infiltragbes, com intervalo de uma
semana entre cada uma, com &cido hialurdnico rami-
ficado (Synvisc®).

Grupo 4: duas infiltragbes, com intervalo de
trés semanas entre cada uma, com betametasona
0,25mg como dipropionato e 0,1mg como fosfato
(Diprospan®).

Um coelho do grupo 2 e outro do grupo 3 evolu-
iram com infecgdo do sitio operatério com extensdo
articular e foram excluidos da pesquisa.

Foram mortos ap6s 12 semanas do ato cirdrgico.
Para isso foram previamente anestesiados como des-
crito anteriormente e submetidos a injecao intracardia-
ca de tiopental (5ml) e cloreto de potéssio (10ml).

Os platos tibiais foram ressecados assepticamen-
te, imersos em frasco contendo formol a 10%, para
posterior avaliacdo da cartilagem articular por exame
macroscopico.

As alteracdes na superficie articular foram gra-
duadas pela macroscopia da seguinte maneira: grau
0 — superficie articular lisa, brilhante, sem alteracfes
de relevo; grau 1 — superficie rugosa, com perda do
brilho, sem depressdes; grau 2 — semelhante ao grau
1, com depressdes na superficie; grau 3 — exposi¢ado
do osso subcondral (Figura 2). Os platos tibiais la-
teral e medial foram avaliados separadamente em
cada grupo.

A anélise estatistica consistiu na utilizacao do teste
t de Student para determinar se houve diferenga entre
os diferentes grupos em relagdo aos graus de osteo-
artrose, avaliada pela macroscopia. Para determinar
se houve diferenga interna nos grupos quanto ao grau
de osteoartrose nos compartimentos lateral e medial
foi realizado o teste do Qui-quadrado, e para verificar
diferenca entre os graus de osteoartrose, independen-
temente da droga utilizada, utilizou-se a analise de va-
riancia (Anova).

Figura 1 — Fotografias demonstrando a exposicao cirurgica do ligamento cruzado anterior e o fechamento da pele apos

a resseccao
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Figura 2 — Classificagdo macroscopica dos platds tibiais A)
grau O; B) grau 1 (seta: perda do brilho, rugosidade); C) grau
2 (seta: depressao superficial); D) grau 3 (seta: exposigao do
0ss0 subcondral)

RESULTADOS

A osteoartrose induzida pela ressec¢do do ligamento
cruzado anterior, no grupo placebo, ocorreu nos dois
compartimentos em todos os joelhos. Nos grupos 2, 3 e
4 ocorreram em 40%, 65% e 45% dos compartimentos,
respectivamente (Tabela 1 e Figura 3).

O nivel de significancia utilizado para todas as ana-
lises foi de 5%.

Utilizando o teste t de Student para comparar as
diferentes drogas e o placebo, quanto ao desenvolvi-

Tabela 1 — Frequéncia dos diferentes graus de osteoartrose nos
compartimentos medial e lateral dos grupos de estudo

Graus
da |placebo| % |polireumin| % |synvisc| % |corticoide| %
doenca
GO 0 0,00 12 60,00 7 35,00 12 54,54
Gl 13 | 59,09 1 5,00 7 35,00 7 31,82
G2 5 22,73 7 35,00 6 30,00 3 13,64
G3 4 18,18 0 0,00 0 0,00 0 0,00
Total 22 100,00 20 100,00 20 | 100,00 22 100,00
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Figura 3 — Ocorréncia de osteoartrose conforme o grau nos
planaltos tibiais nos diferentes grupos

mento de osteoartrose, observou-se diferenca estatistica
entre 0s grupos 2, 3 € 4 e o grupo controle (Tabela 2),
porém nao houve diferenca entre os grupos das drogas
estudadas considerando p < 0,05.

Tabela 2 — Teste t de Student

Drogas T calculado
synvisc/ corticoide 0,8232
synvisc/ polireumin 1,0000
corticoide/ polireumin 0,8790

O valor de t critico para todas as comparacoes é de 2,7764
Nivel de significancia de 5%

Por meio da Anova, constatou-se existir diferenca
entre os diferentes graus de osteoartrose, independente
da droga utilizada (Tabela 3).

Tabela 3 — Teste de variancia (Anova)

Fonte de variagédo F P valor

Graus da doenca 6,5890 0,025

Ao se comparar dentro de cada grupo o grau de
osteoartrose entre os compartimentos medial e lateral,
constatou-se ndo haver diferenca significativa em ne-
nhum dos grupos de estudo, pelo teste do Qui-quadrado
(Tabela 4).
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Tabela 4 — Teste do Qui-quadrado

Drogas calculado

placebo 0,8707

synvisc 0,0631

corticoide 0,1066

polireumin 0,0040

Valor do Qui-quadrado tabelado com 0,05 de significancia e 1 grau de liberdade é igual a
3,84

DISCUSSAO

Neste experimento, a cartilagem articular dos
platds tibiais medial e lateral dos joelhos de coelhos
submetidos a seccdo do ligamento cruzado anterior
e a infiltracBes de hialuronatos, corticosteroide e so-
lucdo salina isotdnica no grupo controle foi avaliada
por macroscopia. A definigdo dos diferentes graus de
osteoartrose baseou-se na observagdo do aspecto da
superficie da cartilagem articular, variando de normal
(grau 0) até a destruicdo completa da cartilagem e ex-
posicdo do osso subcondral (grau 3). Com base nesta
classificacdo observou-se, em todos os joelhos infil-
trados com solucdo salina isotdnica, algum grau de
lesdo condral e degeneracdo articular grave (grau 3)
em 18%. Nos demais grupos houve casos que nao
evoluiram para artrose e no maximo se observaram
alteracdes do relevo da superficie articular (Tabela 1
e Figura 3).

Os resultados demonstraram haver diferenca es-
tatistica, quanto a prevencdo de lesdo condral, entre
0S grupos que receberam injecOes articulares de di-
ferentes tipos de acido hialurdnico e de corticosteroi-
de, em relacdo ao grupo placebo (Tabela 2). Nao se
observou preponderancia de lesdo articular entre os
compartimentos tibiais lateral e medial em nenhum
dos grupos (Tabela 4). Da mesma forma que outros
trabalhos citados na literatura este estudo demonstrou
efeito condroprotetor apds as injecdes intra-articulares
dos glicosaminoglicanos de baixo e alto peso molecu-
lar, e do corticosteroide®*>1®, Esta em concordancia
com o trabalho de Karakurum et al® que compararam
as injecdes intra-articulares de predinisolona com as
de acido hialurénico, em um modelo de osteoartrose
experimental em coelhos e observaram prevencédo da
degeneracdo articular na mesma extensdo por ambas
as drogas administradas isoladamente e um efeito po-
tencializado quando administradas em conjunto.

Para as infiltracBes com corticosteroides foram uti-
lizadas doses proporcionais as utilizadas no tratamen-
to humano, evitando-se desta forma o agravamento
das lesdes condrais por excesso de medicamento. O
efeito condroprotetor observado em diferentes estu-
dos ocorreu com o uso de corticosteroides em baixas
doses. O intervalo de trés semanas entre as aplicagdes
do corticosteroide foi adotado pelo fato de que os cor-
ticosteroides menos sollveis podem permanecer no
interior da articulacdo por este periodo®®.

Yoshimi et al® desenvolveram o modelo de os-
teoartrose pela seccdo do ligamento cruzado anterior
em joelho de coelhos. Comparativamente a outros
modelos, como a meniscectomia medial parcial em
coelhos e a seccao do ligamento cruzado anterior em
cdes e ratos é o que mais se aproxima do processo de
degeneracdo articular em humanos®°2?%, Os artigos
publicados na literatura que dele se utilizaram para
avaliar o efeito condroprotetor dos glicosaminoglica-
nos e dos corticosteroides demonstraram, na grande
maioria dos casos, a evolugdo dos grupos controles
para artros“®810141524-26) " Est\jdos clinicos prospec-
tivos e randomizados atuais, contrariamente aos estu-
dos experimentais, ndo comprovam o efeito condro-
protetor dos diferentes tipos de acido hialurénico e
corticosteroides. O que se apresenta como evidéncia
sdo a melhora nos niveis de dor e na funcgéo para ati-
vidades de vida diaria para os pacientes que fizeram
uso destas medicacdes, no curto prazo®’-*®), Sdo ne-
cessarios estudos controlados com maior periodo de
acompanhamento para se esclarecer o papel destas
drogas na prevencdo da degeneracdo da cartilagem
articular.

A continuidade desta pesquisa pretende avaliar,
pela histologia e pela quantificacdo histomorfométri-
ca dos glicosaminoglicanos da matriz extracelular, a
influéncia das mesmas substancias no modelo de os-
teoartrose aqui utilizado.

CONCLUSAO

No presente estudo conclui-se existir atenuagédo da
evolucdo do processo de osteoartrose, na mesma mag-
nitude, com a utilizacdo de injecdes intra-articulares
dos glicosaminoglicanos de baixo peso molecular, de
alto peso molecular, assim como do corticosteroide
composto por dipropionato betametasona e fosfato
dissodico de betametasona, em joelhos de coelhos.
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