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Resumo Objetivo Avaliar os efeitos do coldgeno hidrolisado e do peptideo de coldgeno no
tratamento de lesoes condrais superficiais de ratos.
Método Foram utilizados 18 Rattus norvegicus nesta pesquisa. O dano articular foi
induzido por uma Unica infiltragao intra-articular de iodoacetato de sdédio (solucao
2 mg), injetada através do ligamento patelar da articulacdo dos animais previamente
anestesiados. Os animais foram distribuidos em trés grupos: grupo controle, grupo
peptideo de colageno e grupo colageno hidrolisado. O tratamento foi realizado por 30
dias com a administracao via oral do peptideo de coldgeno ou do coldgeno hidrolisado.

Palavras-chave Posteriormente, foi realizada a eutanasia dos experimentos e seguiu-se para o estudo
= colageno das alteracoes condrais articulares. Os resultados foram avaliados conforme contagem
= joelho de condrdcitos por cluster e através da avaliacdo histolégica sequndo Pritzker et al.

= lesdo condral Resultados Ao observar os estdgios de lesdao, ndo foi observada significancia esta-
= ratos tistica entre os grupos controle, coldgeno hidrolisado e peptideo de colageno
= tratamento (p=0,11). Ao observar os escores, houve significancia estatistica na comparacao do
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grupo tratado com colageno hidrolisado e o grupo peptideo colageno (p <0,05),
porém sem diferenca estatistica em relacdo ao grupo controle.

Conclusao Os tratamentos propostos da lesdo condral induzida com uso de colageno
hidrolisado ou peptideos de coldgeno via oral mostraram-se eficazes, com estabilizacao
ou regressdo da lesdo apresentada em ratos, merecendo novas pesquisas experimen-
tais com o intuito de compreender e melhorar o desfecho primario deste trabalho.

Objective To evaluat the effects of hydrolyzed collagen and collagen peptide in the

Method This research employed 18 Rattus norvegicus. A single intraarticular infiltra-
tion of sodium iodoacetate (2 mg solution) through the patellar ligament induced joint
damage in previously anesthetized animals. We divided the animals into three groups,
a control group, a collagen peptide group, and a hydrolyzed collagen group. Treatment
consisted of oral administration of collagen peptide or hydrolyzed collagen for 30 days.
Afterwards, we euthanized the animals and studied the joint chondral changes. We
evaluated the results according to the chondrocyte clusters count and a histological

There was no statistical significance in injury stages between the control,
hydrolyzed collagen, and collagen peptide groups (p=0.11). Regarding scores, there
was a statistical significance between the groups treated with hydrolyzed collagen and
collagen peptide (p < 0.05), but not in comparison with the control group.

Conclusion The proposed treatments of the induced chondral lesion with the oral
administration of hydrolyzed collagen or collagen peptides were effective resulting in

Abstract
treatment of superficial chondral lesions in rats.
evaluation, as per Pritzker et al.
Results
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lesion stabilization or regression and warranting further experimental research to

= treatment

Introducao

Ainda hoje o tratamento das lesdes condrais permanece um
desafio para médicos ortopedistas, por conta das caracteris-
ticas de baixo potencial regenerativo inerentes do tecido
cartilaginoso.1'2

Tais lesdes sdo causadas por uma gama de fatores
metabélicos, genéticos, vasculares ef/ou traumaticos.
Sdo classificadas conforme o tamanho e espessura da
cartilagem acometida.># Sua incidéncia real ainda per-
manece desconhecida, em func¢do de grande parte delas
ser assintomaticas e, por conta disso, a maior parte dos
pacientes nao busca acompanhamento médico, mesmo
nos estagios mais avancados da doenca. Trata-se da forma
comum de doenga articular, sobretudo em individuos
idosos e obesos, manifestando-se por dor, rigidez e
limitacdo da fungdo. As articulagées mais comprometidas
sdo aquelas sujeitas a sobrecarga mecanica, em especial a
do joelho.?

Estima-se que mais de 10% da popula¢do acima de 60 anos
de idade tenha sérios problemas articulares relacionados a
pelo menos algum grau de comprometimento articular.*
Senna et al.” e Henrotin et al.® relataram em uma prevaléncia
de 4,14% na populacdo brasileira, e estudos radiolégicos
mostram altera¢cdes em 30% dos homens e mulheres acima
de 65 anos, dos quais um terco é sintomatico.

understand and improve the primary outcome of this study.

Em que pese o papel das lesdes de carater mecanico na
degradacao da cartilagem articular, o processo inflamatério
tem grande importdncia nas bases fisiopatologicas da
doenca, desencadeando-a ou acelerando sua evolucio.* A
sequéncia exata de eventos patolégicos permanece pouco
compreendida, dificultando o consenso quanto a melhor
abordagem terapéutica. Ainda ndo existe cura e os trata-
mentos oferecidos atuam na reducdo dos sintomas.’

Recentemente, tratamentos orais de reposicdo de agentes
nutracéuticos possuem recomendagdo cientifica fraca. Esse
tratamento complementar se apoia no uso de nutrientes
produzidos laboratorialmente para reforcar a cartilagem arti-
cular e, assim, retardar ou prevenir a evolucdo da doen(;a.6

Nesse contexto, destaca-se o colageno hidrolisado, obtido
a partir reacdo de hidroélise das fibras ou pé de colageno
bruto, sendo comprovadamente importante na manuten¢ao
e reconstituicdo da pele, o0ssos, cartilagem e matriz extrace-
lular. Seguro e com efeitos adversos minimos, sua composi-
¢do de aminodcidos é rica em prolina, que se acumula
preferencialmente na cartilagem e tem efeito condroprote-
tor.® Fatores como envelhecimento e ma alimentagio podem
afetar a demanda de colageno no corpo, contribuindo para o
risco de disfungdes 6sseas e articulares e a eventual necessi-
dade de suplementacio alimentar.>’-3

Para além do colageno, seus fragmentos peptidicos podem
ser isolados através de hidrélise enzimatica.? Os peptideos de
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colageno possuem propriedades bioativas e sdo capazes de
direcionar a producdo de proteinas especificas, eliminar
radicais livres, prevenir a oxidacdo lipidica e atuar como
quelantes para metais de transi¢do. Desta forma, sdo utili-
zados como suplemento alimentar, sobretudo no combate ao
envelhecimento da pele e na prevencao da osteoporose.’

Ha trabalhos que demonstram a funcdo dos nutracéuticos,
comparando o tempo de evolu¢do e/ou prevencdo da lesdo
condral (LC) entre dois grupos de pacientes com LC em
joelho, o primeiro sendo submetido ao uso de acido hialu-
ronico por via oral e um programa de exercicios, e o segundo
submetido apenas aos exercicios fisicos. Apés 1 ano de
acompanhamento, foi observado um desfecho diferente
para o primeiro grupo, com sintomatologia mais discreta e
menor uso de analgésicos.'?12

Assim, este trabalho avalia os efeitos do colageno hidro-
lisado e do peptideo de colageno no tratamento da LC
induzida na cartilagem articular de joelhos de ratos apos
30 dias da lesdo tecidual.

Método

Aspectos Eticos

A presente pesquisa seguiu os preceitos da a legislacdo
nacional em vigor para a cria¢do e uso de animais (Lei Federal
n° 11.794, de 2008) e as normas do Colégio Brasileiro de
Experimenta¢do Animal. O anteprojeto de pesquisa foi sub-
metido a aprovacio pelo Comité de Etica no Uso de Animais
do Centro de Ciéncias Biol6gicas e da Satide da Universidade
do Estado do Para (UEPA), protocolo n° 09/2019.

Tipo de Estudo

Este é um estudo experimental, no qual foram utilizados 18
Rattus norvegicus, da linhagem Wistar, machos, com peso
de +240g, e 120 dias de idade, provenientes do biotério do
Instituto Evandro Chagas. Os animais foram acondicionados
em gaiolas plasticas e mantidos em ambiente controlados de
temperatura, umidade, luminosidade e ruidos.

Os animais foram distribuidos em trés grupos de6 animais
cada: grupo controle (GC); grupo peptideo de colageno
(GPC); e grupo colageno hidrolisado (GCH). As doses dos
medicamentos para cada grupo foram baseadas em trabalhos
prévios publicados na literatura.'%-13

Procedimentos cirdrgicos

0 dano articular foi induzido através do ligamento patelar
por uma Unica infiltracdo intra-articular de solu¢do con-
tendo 2 mg de iodoacetato de s6dio, em um volume total de
25 pL, na articulagdo do joelho direito dos ratos previamente
anestesiados, com o joelho em flexao um angulo de 90 graus,
utilizando uma agulha de 26G X 3/8 de calibre.

Tratamento

A anestesia realizada nos animais para posterior infiltragdo no
joelho foi feita por injecdo intraperitoneal de cetamina e
xilazina nas doses de 70mg/kg e 7mg/kg, respectivamente.'*
Nos casos em que foi necessaria a utilizagdo de reforco, este foi
aplicado pela via intramuscular e a dose foi % da dose inicial.
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Apbs a inducdo da lesdo articular, todos os animais
receberam analgesia com tramadol na posologia de 2mg/Kg,
via intraperitoneal e mantidos em gaiolas identificadas por
grupos, com racdo e agua ad libitum, durante 30 dias.

No GC (n=6): os animais soram submetidos a inducdo da
LC, sem nenhum tratamento administrado.

No GPC (n=6): os animais foram submetidos a inducdo da
LC e ao tratamento com peptideo de colageno (0,16g/kg/dia)
por gavagem.

No GCH (n=6): os animais foram submetidos a indu¢do
da LC e ao tratamento com colageno hidrolisado (0,14g/kg/
dia) por gavagem.

0 veiculo utilizado para a diluicdo dos componentes do
presente estudo foi dgua purificada. Os pesos dos ratos foram
aferidos diariamente, para eventuais ajustes de doses.

Processamento Histologico

Os animais foram submetidos a eutandsia por superdosagem
anestésica. O joelho direito foi dissecado da regido coxofe-
moral até a regido do tornozelo, deixando a capsula articular
intacta. As amostras foram fixadas em formol a 10% e
submetidas a analise histopatolégica. Os joelhos foram man-
tidos nesta solucdo por 1 dia e foram desmineralizados em
acido nitrico a 5% por 2 a 3 dias. Estes tecidos foram, entdo,
inseridos em blocos de parafina e seccdes tibiais foram
preparadas e foram empregadas as colora¢gdes com hemato-
xilina-eosina e corante tricbmio de Masson.

Para a analise histopatolégica, foi realizada a contagem de
condrdcitos por cluster nas camadas superficial e interme-
diaria; e utilizada a classificacdo Osteoarthritis Cartilage
Histopathology Assessment System (OARSI), no qual a pro-
fundidade da lesdo é classificada em seis graus e a extensao
da lesdo na superficie articular, em quatro estagios, con-
forme exposto na =Fig. 1.

0 estagio de LC foi determinado de acordo com a extensao
da lesdo sobre a cartilagem articular, conforme descrito
na =Tabela 1.

Ap6s a obtencdo dos grupos e estagios da lesdo, estes
dados foram cruzados em uma tabela para a gradacdo de um
escore padronizado disponivel na =Tabela 2.

Como teste de normalidade, foi utilizado o de Kolmogo-
rov-Smirnov. Os dados obtidos no estudo foram submetidos
a andlise estatistica por meio do teste Kruskall-Wallis e, a
presenca de diferenca estatisticamente significativa, foi
empregado o teste de Student-Newman-Keuls, adotando-
se como nivel de significancia o =0,05. Para tanto, foi utili-
zado o software BioEstat 5.4.

Foram utilizados os softwares Word 2016 (Microsoft
Corp., Redmond, WA, EUA) para a confeccdo do texto do
trabalho, Excel 2016 (Microsoft Corp., Redmond, WA, EUA)
para a organizacdo e confeccdo de tabelas e graficos e
PowerPoint 2016 (Microsoft Corp., Redmond, WA, EUA)
para a confeccdo da apresentacdo de diapositivos.

Resultados

Os resultados obtidos a partir do sistema OARSI foram
elencados na =Tabela 3. Inicialmente foi verificada a
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Grau 1,0 ‘ Grau1,5 Grau2,0 Grau 2,5
Grau 3,0 Grau 3,5 Grau4,0 Grau 4,5

Grau 5,0 Grau 5,5

Grau 6,0 Grau 6,5

Fig. 1 Anadlise histopatoldgica. Grupo 1: normalidade da cartilagem
articular. Grupo 2: descontinuidade da superficie articular. Grupo 3:
formacao de fissuras ou fendas na superficie articular. Grupo 4:
presenca de erosdo na superficie da cartilagem articular. Grupo 5:
desnudamento da cartilagem articular. Grupo 6: deformacao do osso
subcondral (reproduzido de Pritzker et al., 2006).

normalidade dos dados pelo Teste de Lilliefors demostrando
uma distribuicdo ndo paramétrica, fazendo-se necessaria a
aplicacdo do Teste de Kruskal Wallis, em que se observou
uma diferenca estatisticamente relevante entre os grupos
(p=0,0008), confirmado com o teste de Student-Newman-
Keuls.

Segundo os critérios do OARSI, proposto por Pritzker
et al.,'® nota-se correspondéncia entre os ratos de GC, GCH
e GPC (p<0,05) e diferenca estatistica entre CH e PC
(p=0,3632) (~Fig. 2).

Ao observar os estagios de lesdo, ndo foi observada signi-
ficancia estatistica entre os grupos (p =0,11) (~Fig. 3).

Com relagdo aos escores, houve significancia estatistica
na comparag¢do de GCH e GPC (p < 0,05), em relacdo ao GC
(=Fig. 4). Os escores dos grupos de colageno hidrolisado e

dos Santos et al.

Tabela 1 Estdgios (extensdo do envolvimento da cartilagem)
de gradacdo de lesdo, segundo Pritzker et al.

Estagio % de envolvimento (superficie, area, volume)
Estdgio 0 | Sem atividade

Estdgio 1 | < 10%

Estdgio 2 | 10-25%

Estdgio 3 | 25-50%

Estdgio 4 | > 50%

Tabela 2 Escore de gradacao histopatolégica de lesdo a partir
do cruzamento entre graus e estagios da lesdo (reproduzido de
Pritzker et al., 2006)

Graus Estagios

E1 E2 E3 E4
G1 1 2 3 4
G2 2 4 6 8
G3 3 6 9 12
G4 4 8 12 16
G5 5 10 15 20
G6 6 12 18 24

peptideo de colageno tiveram 1,66 e 1,83, respectivamente, e
o GC teve escore de 3,5.

A =-Tabela 4 apresenta o quantitativo de condrécitos por
cluster nas camadas superficial e intermedidria da
cartilagem.

Discussao

A literatura sustenta o efeito benéfico da administracdo oral
de colageno hidrolisado na melhora de doengas articulares.
Um estudo clinico, randomizado, duplo-cego demonstrou
que a administracdo de 5g de peptideos de colageno duas
vezes ao dia em pacientes com LC de joelho promoveu
reducdo estatisticamente significativa nos escores do Wes-
tern Ontario McMaster Universities Osteoarthritis Index

Tabela 3 Gradacdo da osteoartrite de joelho dos ratos e seus respectivos grupos, estagios e escores

Ratos Controle Colageno hidrolisado Peptideo de colageno
Grupo Estagio Escore Grupo Estagio Escore Grupo Estagio Escore

R1 2 1 2 2 1 2 2 1 2

R2 4 1 4 1 1 1 1 1 1

R3 3 1 3 2 1 2 2 1 2

R4 2 2 4 1 1 1 2 1 2

R5 4 1 4 2 1 2 2 1 2

R6 2 2 4 2 1 2 2 1 2
Média 2,83 1,33 3,5 1,66 1 1,66 1,83 1 1,83
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Fig. 2 Grafico estabelecendo correspondéncia entre os grupos de LC
e os ratos de cada grupo (p < 0,05 para todos os grupos; p=0,3632
para GCH vs. GPC).
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Fig.4 Gréfico estabelecendo correspondéncia entre os escores de LC
dos ratos de cada grupo (GC, GCH, e GPC) (p <0,05).
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Fig. 3 Gréafico estabelecendo correspondéncia entre os estagios de
LC dos ratos de cada grupo (GC, GCH e GPC) (p=0,11).

Tabela 4 Contagem de condrocitos por clusters nas zonas
superficial e profunda da cartilagem

Zona da cartilagem | Grupo de controle | GCH | GPC
Superficial 12h 2a3 3a4 | 3a4
Intermediaria 12h 4a5 4a5 |4a5

Abreviacoes: CH, grupo coldgeno hidrolisado; PC, grupo peptideo de
colageno.
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(WOMAC), questionario de qualidade de vida especifico
desses pacientes.'®

No presente estudo, houve melhora na gradacdo da lesdao
induzida em joelho, indicando que os compostos chegaram
até os condrocitos com reconhecimento adequado pelas
proteinas de superficie destas células. O acimulo de cola-
geno hidrolisado nas articulagdes de camundongos ja foi
demonstrado na literatura; sua acdo benéfica possivelmente
estd associada ao estimulo do metabolismo de condrécitos,
por meio do qual a biossintese de coldgeno é ativada.’

Em relagdo a contagem dos condrécitos em clusters nas
camadas superficial e profunda da cartilagem articular, ndo
houve diferenca entre os grupos em estudo, a excecdo do
GC, cuja camada superficial apresentou diminuicdo na
contagem. Este achado contrapde a literatura, segundo a
qual o padrdo histolégico classico da cartilagem sob os
efeitos da lesdo articular inclui o aumento dos clusters
celulares em tamanho e em nimero.”'®!” Uma possivel
justificativa reside no modelo experimental de inducdo de
lesdo utilizado. O fato de um agente externo causar o dano
articular - ndo sendo intrinseco do balango entre anabo-
lismo e catabolismo da cartilagem - pode ter gerado a
discrepancia. Além disso, embora a apoptose em si seja
também componente da resposta local a lesdo, é possivel
que a diminuicdo da contagem esteja relacionada a apop-
tose, seja como fator indutor, seja como produto da dege-
neragdo osteoarticular.

Houve diferenca estatisticamente significativa na classi-
ficacdo de grupos histolégicos e escores de lesdo (p < 0,05). 0
resultado sugere retardo do processo inflamatério inerente e
estabilizacdo da degradac¢do da matriz extracelular associada
ao aumento da sintese de seus componentes pelos condré-
citos. Um estudo experimental em modelos de condrécitos
bovinos e humanos afirma que o tratamento com colageno
hidrolisado inibiu a producdo de mediadores inflamatérios
(a exemplo, 6xido nitrico e prostaglandina E-2), mesmo na
presenca de citocinas pré-inflamatérias (interleucina B-2);
diminuiu a producdo de metaloproteinases (degradantes da
matriz extracelular) e diminuiu a expressao da enzima ciclo-
oxigenase-2, sendo que a expressdo destes resultados se deu
de forma mais intensa nos condrécitos humanos.'®1?

Por outro lado, uma metanalise por Bakilan et al.2 concluiu
inexistir evidéncias de que o colageno hidrolisado adminis-
trado por via oral possa diminuir a destrui¢do da cartilagem.
Destaca-se, no entanto, que foram considerados somente
ensaios clinicos. Os préprios autores afirmam, no mesmo
trabalho, que o colageno tipo II oral é um novo tratamento
com o potencial de prevenir destrui¢do articular, dor e perda
de fungdo, necessitando de estudos mais robustos.'®2"-2

Ndo houve diferenca entre os resultados apresentados
pelo tratamento do GCH e do GPC, em conformidade com as
conclusdes de Kumar et al.,?> em um ensaio clinico rando-
mizado. Afirma-se, portanto, que apesar da origem dos
peptideos de colageno, a eficacia permanece a mesma para
os experimentos deste estudo.

Em humanos, a reducdo da dor indiretamente indica a
melhora nas condi¢des das articula¢des dos pacientes com LC
em joelho, podendo estar associada com o inicio de processo
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de reparo por acumulacdo de peptideo de coldgeno no tecido
cartilaginoso. O colageno acumulado ajuda a manter a estru-
tura e funcdo da cartilagem.?*

No que diz respeito ao estagio (extensao) da lesao, ndo
houve diferenca estatisticamente significante entre os gru-
pos. De fato, mesmo entre os espécimes do GC, prevaleceu o
estagio 1 de lesdo. Este resultado pode ser interpretado em
associagio com achados de Spahn et al.,?* ao evidenciarem,
em estudo no qual se analisou defeitos da LC em joelhos
humanos com espectroscopia e histopatologia, que a carti-
lagem circunjacente ao defeito observado, bem como do
restante da articulagdo, ja havia sido alterada mesmo com
uma aparéncia intacta. Assim, embora sem alteracdo em
extensdo histologicamente consideravel, toda a articula¢do é
comprometida pela degeneraqéo.20

Em estudos pré-clinicos, 24% dos pacientes com lesdo
articular que receberam de 5 a 7 g de colageno hidrolisado
por via oral tiveram melhora substancial com total auséncia
de dor e 44% indicaram melhoria notavel.'" Apesar dos
resultados interessantes e sem a descricdo de efeitos colate-
rais, ndo foi relatada nenhuma andlise estatistica no traba-
Iho."" Foram encontradas poucas descri¢des de efeitos
colaterais em humanos quando utilizadas doses acima de
10¢g/dia, sendo que as mais encontradas foram cefaleia e
distarbios gastrointestinais leves, ndo contraindicando uso
quando presentes.

Ndo é possivel concluir se o efeito da administracdo oral de
colageno é eficaz para os casos em que ha maior desgaste da
superficie articular. Porém, pesquisas pré-clinicas apontam que
os efeitos da suplementagdo de colageno na melhora da lesao
articular sdo dose e tempo-dependentes. Em face disto, futuras
investigacdes podem contribuir para a elucidagdo destes dados,
com maior tempo de tratamento sendo empregado para que a
evolucdo da doenga a longo prazo, com as intervengdes tera-
péuticas em questao, seja avaliada objetivamente.

Conclusao

0 tratamento proposto da LC induzida com uso de colageno
hidrolisado e peptideos de colageno por via oral mostrou-se
eficaz, com estabilizacdo ou regressdo da lesdo apresentada
em ratos, merecendo novas pesquisas experimentais com o
intuito de compreender e melhorar o desfecho primario
deste trabalho.
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