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RESUMO

Objetivo: Estabelecer as alteragoes morfologicas e o remodelamento
do tecido cartilaginoso na progressao da osteoartrite (OA) experi-
mental para estudar o efeito do difosfato de cloroquina na cartilagem
osteoartritica. Métodos: A osteoartrite experimental foi induzida em
coelhos por meio de meniscectomia parcial. Para analisar a evolugao
da doenga experimental foram estudados trés grupos de dez animais,
sacrificados a 3, 14 e 22 semanas de indugdo da doenga. Para avaliar
o efeito do difosfato de cloroquina um grupo de animais (n = 6) foi
tratado preventivamente com 3 mg/kg ao dia, iniciados um més
antes da indugdo da osteoartrite, ¢ mantidos até o sacrificio (22
semanas). Realizou-se andlise histologica das articulagoes (H&E,
tricrobmico de Masson) ¢ imunofluorescéncia para coligeno dos
tipos I, IT e XI. A intensidade da agressdo articular foi quantificada
pelo escore de Mankin. Resultados: O modelo experimental re-
produziu todas as alteragdes morfoldgicas observadas na osteoar-
trite humana. Animais que receberam difosfato de cloroquina nao
desenvolveram lesoes histologicas observadas na OA. Neste grupo
houve significante preservagao da estrutura da cartilagem articular
(p <0,0001), conservagao da celularidade (p < 0,0001), proteogli-
canas, demonstrados pela coloragio de azul de anilina (p < 0,005)
e integridade da linha de crescimento (p < 0,001), além da inibi¢ao
da formagdo de ostedfitos, do bloqueio da neoformagao éssea e do
ndo-aparecimento de colageno tipo I (tecido osteocartilaginoso).
Conclusao: O modelo experimental de meniscectomia parcial re-
produz de forma gradativa as alteragoes morfoldgicas encontradas
na osteoartrite, e estudos preliminares com o difosfato de cloroquina
sugerem tratar-se de medicamento barato e com grande potencial
de emprego como droga condroprotetora.

Palavras-chave: osteoartrite experimental, cartilagem articular,
difosfato de cloroquina, condroprotetor, remodelamento.

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to develop an experimental
model of osteoarthritis (OA) that could reproduce morphologic
alterations viewed in this disease and to study the effect of chlo-

roquine diphosphate on cartilage remodeling. Methods: osteoar-

thritis was induced in rabbits by performing partial meniscectomy.

To establish the experimental disease evolution, three groups of
ten animals were sacrificed at 3, 14, 22 weeks after discase in-

duction. To evaluate the effect of chloroquine diphosfate in OA

progression, a group of six animals was treated preventively with

3 mg/kg/day, started one month prior to osteoarthritis induction

and kept until the day of sacrifice (22 weeks). Histopathological
(Masson trychrome, H&E), biochemical and immunofluores-

cence analyses to types I, II and XI collagens were made in all
animals. Mankin’s score was employed to quantity the severity of’
articular damage. Results: The experimental model reproduced
all of the alterations observed in osteoarthritis. Animals treated
with chloroquine diphostfate did not develop morphological
changes found in OA. There was significant preservation of
articular cartilage tissue (p < 0,0001), maintenance of cellular
morphology (p < 0,0001), proteoglicans, as demonstrated by
aniline blue coloration (p < 0,005) and tidemark protection

(p < 0,001), besides inhibition of osteophytes formation and
absence of type I collagen expression. Conclusion: The experi-

mental model of partial meniscectomy reproduces gradually, all
the cartilage morphologic changes found in human osteoarthritis.

Preliminary study done with choroquine diphosfate indicates
that it is a cheap and eftective drug to act as condroprotective
agent in OA.

Keywords: experimental osteoarthritis, articular cartilage, chlo-
roquine diphosfate, condroprotector, remodeling.
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INTRODUGAO

A cartilagem articular, que recobre o osso subcondral
das articula¢oes diartrodiais, ¢ freqlientemente acometida
na osteoartrite (OA). Esse tecido, extremamente diferen-
ciado, é avascular, formado por pequena porcentagem de
células, os condrocitos, e vasta matriz extracelular consti-
tuida principalmente por dgua e macromoléculas, como
proteoglicanas e coligenos.

A matriz fibrilar da cartilagem é composta primariamen-
te de coligeno tipo II, principal molécula do arcabouco
fibrilar, representando cerca de 80% a 85% do contetido
total de coldgeno do tecido cartilaginoso®). Além deste,
sdo encontrados colidgenos adicionais, como os tipos VI,
IX, X, XTI e XII, considerados constituintes menores®. Os
tipos IX e XI, embora representem de 5% a 10% do total
de colageno da cartilagem, s3o extremamente importantes,
uma vez que o colageno tipo XI, localizado no interior das
fibrilas, regula o didmetro da fibrila heterotipica, ¢ o tipo
IX ¢ importante para manter a integridade da matriz car-
tilaginosa, pois faz liga¢des cruzadas com o colageno tipo
I1, na superficie dessa fibrila, além de interagir com outras
moléculas da matriz3510,

Em processos artrdsicos, ocorrem um intenso re-
modelamento da matriz extracelular, como tentativa de
reparagdo tecidual, incluindo a sintese de coldgeno tipo
IT nas fases iniciais da doenga, e reexpressao do procola-
geno tipo IIA, forma normalmente expressa em células
condroprogenitoras’*!*. Foram descritos aumento de
coligeno tipo VI em cartilagem artrésica humana e em
modelo de meniscectomia parcial em coelhos, nas regioes
pericondrocitirias, e expressio do gene para colageno tipo
X, nas dreas de nova formag¢io de osso'*17), A expressdo de
coligenos I e III, normalmente nio presentes no tecido
cartilaginoso, principalmente em fibrilagoes e osteodfitos,
reflete uma reparagio tecidual inadequada, com a formagao
de fibrocartilagem@21318:19) Durante a evolu¢io da OA, a
degradacao dos componentes matriciais, principalmente os
coldgenos I1, IX e XI e proteoglicanos, supera a tentativa de
regeneragdo tecidual, culminando na faléncia cartilaginosa
e no remodelamento do osso subcondral.

O tratamento da OA visa ndo apenas ao controle sin-
tomatico da dor, mas a prevengio da evolugio da doenga
por intermédio da utilizagio de firmacos de ag¢do lenta,
potencialmente modificadores da evolugio clinica. Dentre
os firmacos de a¢do lenta, destacam-se os antimalaricos,
como o difosfato de cloroquina, droga que ji vem sendo
utilizada em alguns servigos de reumatologia no Pais, no
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tratamento de pacientes com OA, com resultados extre-
mamente promissores.

Em virtude da escassez de trabalhos cientificos relativos
a terapéutica ¢ ao modo de agio do difosfato de cloro-
quina na OA ¢ das dificuldades de realizarem-se estudos
em cartilagem osteoartritica humana, desenvolvemos um
modelo experimental de OA em coelhos, por meio de
meniscectomia parcial do joelho, com base no modelo
inicialmente desenvolvido por Moskowitz et 2.9 porém
modificado de modo a promover altera¢des morfologicas
progressivas ¢ mais lentas, a semelhanga daquelas encon-
tradas em humanos.

O objetivo deste trabalho foi estudar as altera¢des
morfolédgicas ¢ o remodelamento do tecido cartilaginoso
observados na OA experimental induzida pela menis-
cectomia parcial de joelho em coelhos e analisar o efeito
terapéutico do difosfato de cloroquina na preven¢io da
OA experimental.

MATERIAL E METODOS

MODELO EXPERIMENTAL DE OSTEOARTRITE

ANIMAIS

Foram utilizados coelhos machos, da linhagem Nova
Zelandia, com peso médio de 2.500 gramas. Para estudar
a evolugio das alteragoes patologicas na doenga experimen-
tal, os coelhos foram divididos em quatro grupos com dez
animais cada, sendo um grupo controle ndo-operado ¢ trés
grupos experimentais que foram sacrificados com 3, 14 e
22 semanas de OA induzida. Na época dos sacrificios, os
animais utilizados como controle apresentavam a mesma
faixa etdria ¢ 0 mesmo peso dos animais submetidos a
OA experimental.

MENISCECTOMIA PARCIAL

Para a indug¢io experimental de OA, empregamos a
metodologia proposta por Moskowitz et 21?9 com mo-
dificagoes. Os animais foram anestesiados, via intramus-
cular, com xilazina (5 mg/kg) ¢ ketamina (50 mg/kg), ¢
a microcirurgia foi realizada sob condig¢des estéreis. Por
meio de uma incisdo parapatelar lateral, no joelho direito,
foi removido um quarto anterior do menisco lateral, sem
cortar ou lesar os ligamentos. Apds o procedimento cirtr-
gico, os animais foram soltos nas gaiolas, sem imobiliza¢ao
da regido operada.

Ap6s o periodo de 3, 14 e 22 semanas, os animais de
cada grupo foram sedados com solugdao aquosa a 2% de
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cloridrato de 2-(2,6-xilidino) 5,6-dihidro-4H 1,3-tiazina
1 M (Rompum®, Bayer do Brasil S.A.) e, ap6s 5 minutos,
anestesiados com cloridrato de cetamina (Ketalar, Park-
Davis) 1 M, sendo em seguida sacrificados por inje¢ao letal
de cloridrato de cetamina.

AVALIAGAO DAS ALTERAGOES MACROSCOPICAS

Imediatamente ap6s o sacrificio dos coclhos, os joelhos
direito e esquerdo foram expostos e examinados quanto a
presenga de ostedfitos e de lesdes na superficie da cartilagem
articular. Em relagdo & ocorréncia de lesoes, a cartilagem
articular foi classificada em: normal quando a superficie da
cartilagem se encontrasse com aspecto regular; fibrilada se
houvesse irregularidades na superficie da cartilagem arti-
cular, e fibrilada com exposi¢io do osso quando as lesoes
se aprofundavam até a regido 6ssea.

EXAME ANATOMOPATOLOGICO

Os fragmentos de cartilagem, previamente fixados em
formol a 10%, foram desidratados por concentragdes cres-
centes de dlcool etilico (75% a 100%) ¢ xilol, incluidos em
parafina e seccionados em cortes de 5 um, como procedi-
mentos histologicos de rotina. As preparagdes foram cora-
das pela hematoxilina-eosina e pelo tricromico de Masson
e examinadas por microscopia 6tica. Para a caracterizagao
histopatologica da OA, uma série de quatro sec¢des histo-
légicas de cada animal, representativas de regioes diferentes
da cartilagem do céndilo e do plato, foi analisada, de acordo
com a existéncia das seguintes altera¢oes: modifica¢io no
padrio de coloragio pelo tricromico de Masson na matriz
extracelular; presenca de fibrilagdes, contorno ondulado
¢/ou descontinuo da superficie cartilaginosa; existéncia
de dreas com agrupamentos celulares (clusters), e/ou de
regiodes despovoadas de condrocitos visualizadas pela co-
loragao H&E.

PROTOCOLO TERAPEUTICO PARA ESTUDO
DO DIFOSFATO DE CLOROQUINA

Foram utilizados coclhos da linhagem Nova Zelandia,
machos (n = 15) com peso médio de 2.500 gramas, divi-
didos em trés grupos:

A- grupo controle, nio operado (n = 3);

B- grupo operado, sem tratamento (n = 6);

C- grupo operado e tratado (n = 06).

O grupo de animais tratados recebeu 3 mg/kg/dia de
difosfato de cloroquina via oral, adicionado em bebedouros
logo pela manha. Essa dose foi estabelecida de acordo com
a dose do farmaco utilizado para tratamento em humanos,
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adaptada ao peso do animal. O tratamento foi iniciado um
més antes da meniscectomia ¢ mantido por 22 semanas.
Ap6s esse periodo, os animais de cada grupo foram sedados
de acordo com os procedimentos de rotina e sacrificados.
Posteriormente, as articulagdes dos joelhos direito e esquer-
do foram coletadas e fixadas em formol a 10% para analise
anatomopatolégica ¢ imunofluorescéncia.

AVALIAGAO HISTOLOGICA

As articula¢des dos joelhos dos animais fixadas em
formol 10% foram descalcificadas com acido nitrico 7% por
cerca de uma semana e submetidas a procedimentos histo-
légicos de rotina. Cortes longitudinais das articulagdes de
aproximadamente 5 pm foram corados pela hematoxilina-
cosina ¢ pelo tricromico de Masson ¢ examinados por
microscopio Optico.

Para a avaliagdo histolégica dos cortes de articulagoes
dos coelhos meniscectomizados sem ou com tratamento
com difosfato de cloroquina, foi utilizado o escore de
Mankin com modificacdes®?). As laminas foram avaliadas
por dois observadores independentes que quantificaram a
gravidade das lesoes em relagio a estrutura da cartilagem,
a celularidade, a degeneragao matricial pela coloragio com
azul de anilina e a integridade da linha de crescimento,
conforme demonstra a tabela 1.

TaBeLA 1
PARAMETROS DE GRADUACAO HISTOLOGICA E GRAVIDADE DAS
LESOES NA OSTEOARTRITE QUE COMPOEM O ESCORE DE MANKIN

I. Estrutura III. Coloragdao com

azul de anilina

Normal 0 Normal 0
Pannus e irregularidades 1 Leve reducao 1
na superficie

Irregularidades na superficie 2 Moderada reducéo 2
Fissuras para a regido transicional 3 Grande redugao 3
Fissuras para a zona radial 4 Auséncia de coloracao 4
Fissuras para a zona 5

de calcificagao

Desorganizagdo completa 6

II. Celularidade IV. Integridade

da linha de crescimento

Normal 0 Intacta 0
Hipercelularidade difusa 1 Atravessada por vasos sangiiineos 1
Clones 2
Hipocelularidade 3

403



Velosa e cols.

ANALISE ESTATISTICA

Para analisar o efeito do difostato de cloroquina no mode-
lo de OA, foi utilizado o teste das diferencas ¢ associagoes na
freqtiéncia de varidveis morfoléogicas, utilizando o teste de T
para amostras independentes. O método estatistico utilizado
para este estudo foi obtido pela versio 10.0 do programa
SPSS?2). ¢ o nivel de significincia estabelecido foi de 5%.

IMUNOFLUORESCENCIA PARA OS TIPOS DE COLAGENOS

Para a imunofluorescéncia foi utilizada uma série de
quatro secgoes histolégicas de cada animal, representativas
de regides diferentes da articulagdo. Os cortes histolégicos
das articulagdes, de aproximadamente 3 pm de espessu-
ra, foram aderidos as laminas previamente tratadas com
aminosilano. Os cortes foram desparafinizados em xilol e
hidratados com banhos de alcool etilico, com concentracoes
decrescentes (100% a 75%), dgua corrente (dez minutos),
dgua destilada e tampao PBS. Posteriormente procedeu-se
a digestao enzimatica: com condroitinase ABC 2 U/mL
dissolvida em tampdo Tris-HCI 0,05M pH 8,0 por trés
horas a 37°C, seguida de digestio com pepsina em acido
acético 0,05N, durante 30 minutos.

Os cortes tratados foram lavados trés vezes por dez
minutos, com PBS, e incubados por uma noite, com os
anticorpos anticolagenos dos tipos I, II e XI policlonais

produzidos em camundongos em nosso laboratério, na
dilui¢do de 1:200. Apds esse periodo, os cortes foram
lavados em PBS com Tween,; 0,05% e incubados por 90
minutos com anticorpo secundario anti-IgG de camun-
dongo conjugado com fluoresceina (Sigma), diluido 1:50
com solugio de azul de Evans 3 mg por cento em PBS. Por
fim, as laminas foram lavadas com PBS — Tween, 0,05%,
montadas com glicina tamponada, e a reagio visualizada
em um microscopio de fluorescéncia (NIKON).

RESULTADOS

CARACTERIZAg;\'O DO MODELO
EXPERIMENTAL DE OSTEOARTRITE

ALTERA(;E)ES MACROSCOPICAS E HISTOLOGICAS
A figura 1 mostra o aspecto macroscépico dos condilos
do fémur de um animal normal (painel A) e animais com

OA, ap6s indugio da doenga, sacrificados apds trés semanas
(painel B), 14 semanas (painel C) e 22 semanas (painel D).
A freqiiéncia e a gravidade das fibrilagoes na cartilagem
articular dos joelhos de coelhos com meniscectomia par-
cial (joelho direito) nos grupos com 3, 14 ¢ 22 semanas
tiveram uma tendéncia ao aumento em fung¢io do tempo
da doenga (Gréfico 1).

Figura 1 - Aparéncia macroscopica da cartilagem dos condilos do fémur de coelhos controle normal (A), com trés (B), 14 (C) e 22 (D) semanas de OA induzida. Notar
fibrilagdes na superficie da cartilagem do animal com trés semanas de doenca (B) (setas). As fibrilagdes foram mais profundas nos grupos com 14 (C) e 22 (D) semanas

de doenga, mostrando erosdes na regido central dos condilos e platds laterais (setas).
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Grafico 1 - Freqgiiéncia das lesdes na cartilagem articular do joelho direito (meniscectomizado) (A) e gravidade destas lesdes (B) nos grupos de animais com 3, 14 e 22

semanas de osteoartrite experimental.

Na tabela 2, encontra-se a freqiiéncia de ostedfitos
observados nos joelhos de coelhos com meniscectomia
parcial (joelho direito) e joelho contralateral nio operado
(joelho esquerdo) nos grupos de animais com trés, 14 ¢
22 semanas de OA experimental.

TABELA 2
PERCENTAGEM DE ANIMAIS COM OSTEOFITOS NOS JOELHOS
DIREITO (OPERADO) E ESQUERDO (NAO OPERADO)
NOS GRUPOS DE ANIMAIS COM 3, 14 E 22 SEMANAS DE
OSTEOARTRITE EXPERIMENTAL E CONTROLE

OSTEOFITOS
GRUPO 3 o o
(n=10) OELHO DIREITO (%) JOELHO ESQUERDO (%)
Fémur Tibia Fémur Tibia
3 Sem. 20 10 - -
14 Sem. 50 30 - -
22 Sem. 50 10 20 -
Controle - - - -
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Na figura 2, A ¢ B, encontram-se os aspectos histol6-
gicos da cartilagem articular de um animal normal corada,
respectivamente, pelo H&E e tricromico de Masson.
Mudangas histolégicas na cartilagem articular de joelhos
operados, compativeis com as encontradas na OA, foram
um achado comum em trés semanas (Figuras 3 C ¢ D),
14 semanas (Figuras 3 E ¢ F) e 22 semanas de doenga
(Figuras 3 G e H).

ANALISE MORFOLOGICA DA CARTILAGEM APOS
TRATAMENTO COM DIFOSFATO DE CLOROQUINA

A figura 3 demonstra cortes de cartilagem de coe-
lhos normais (figuras 3 A ¢ B), com 22 semanas apos
a indugdo de OA (figuras 3 C e D) e animais com OA
tratados com o difostato de cloroquina (figuras 3 E ¢
F), corados respectivamente pelas técnicas de H&E e
tricromico de Masson.

Pode-se observar que a cartilagem articular dos coelhos
tratados com o difosfato de cloroquina (figura 3 E ¢ F)
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Figura 2 - Cortes transversais da cartilagem articular de animal normal (A e B),
com trés (Ce D), 14 (E e F) e 22 (G e H) semanas de OA experimental com H&E
(lado esquerdo) e tricromico de Masson (lado direito). Notar o padrdo normal de
organizagao celular, com células achatadas e dispostas em camadas na superficie
celular e dispostas em pilhas em regides mais profundas (setas) (A), além do
padrao homogéneo de coloracao pelo tricromico de Masson (B). Com trés semanas
de OA induzida observam-se desorganizagao celular (C) e alteragées no padrdo de
coloragdo pelo tricrémico de Masson na regido superficial da cartilagem (setas) (D).
Ja com 14 semanas de doenca, encontram-se presenca de pequenos grupos de
células (setas) (E) e alteragdes na coloragdo do tricromico de Masson desde a
superficie até regides mais profundas (F). Em 22 semanas de OA experimental,
ocorrem fissuras, hipercelularidade difusa, com aglomerados de células em clones
(setas) (G) e intensa alteragdo na coloracdo pelo tricromico de Masson. H&E;
tricrdomico de Masson: F, X100; A,B, X200; C,D,E,G,H, X400.

apresentou-se estruturalmente preservada com um padrio
de orienta¢do celular semelhante aos encontrados em
animais-controles, com condrécitos da superficie articular
dispostos em camadas e empilhados nas regioes interme-
diarias (figura 3 E), conservacdo da linha de crescimento
entre a cartilagem e o osso (figura 3 E), além de apresentar
padrio homogéneo de colora¢io em azul de todo o tecido
corado pelo tricromico de Masson mostrando preservagio
da rede matricial de coldgenos (figura 3 F).
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Figura 3 - Cortes transversais da cartilagem articular de joelhos de coelhos
corados por H&E (lado esquerdo) e pelo tricrdmico de Masson (lado direito).
Em A, cartilagem articular normal mostrando condrécitos dispostos paralelamente
a regido superficial e empilhados na regido intermediria (setas). Em B, observa-
se em azul a rede de colageno, apresentando um padrao homogéneo em toda a
matriz cartilagenosa, desde a superficie da cartilagem, na matriz territorial dos
condrdcitos, assim como na zona intermedidria. Apds 22 semanas de indugdo de OA
experimental, observam-se perda dos condrocitos na superficie e desorganizagao
das pilhas de células nas regides intermedidrias (setas) (C), além de apresentar
padréo heterogéneo e perda de coloragdo da matriz cartilaginosa e aspecto difuso
da linha de crescimento, com invasdo da matriz 6ssea (setas) (D). Em E, cartilagem
de animal operado ap6s tratamento com difosfato de cloroquina, destacando-se o
padrdo de orientacdo celular semelhante aos animais-controle, além de conservagao
da linha de crescimento (setas). Em F, neste altimo grupo de animais, observa-se
coloragdo mais homogénea da matriz cartilaginosa. H&E; Tricromico de Masson:
A,B,C,D,E,F; 200X.

ANALISE SEMIQUANTITATIVA DAS ALTERA(}(‘SES DA CARTILAGEM

Na tabela 3, encontra-se a andlise semiquantitativa pelo
escore de Mankin das alteragdes observadas na cartilagem de
animais com 22 semanas de OA ¢ animais tratados com di-
fosfato de cloroquina. Foi observada diferenca significativa na
cartilagem dos animais com OA tratados com difosfato de clo-
roquina quanto a estrutura da cartilagem (p < 0,0001), celula-
ridade (p <0,0001), coloragdo pelo azul de anilina (p < 0,005)
¢ integridade da linha de crescimento (p < 0,001).
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TaBELA 3
OSs ESCORES SEMIQUANTITATIVOS DAS ALTERACOES DA
CARTILAGEM REPRESENTADOS PELA MEDIA E DESVIO PADRAO
QUANTO A ESTRUTURA DA CARTILAGEM, CELULARIDADE,
INTENSIDADE DE COLORACAO PELO AZUL DE ANILINA E
INTEGRIDADE DA LINHA DE CRESCIMENTO EM CORTES
HISTOLOGICOS EXAMINADOS DE ANIMAIS COM OSTEOARTRITE
COM E SEM TRATAMENTO COM DIFOSFATO DE CLOROQUINA*

0A Difosfato de cloroquina p
(n=6) (n=6)

Estrutura da 5,14 + 0,37 0,58 + 0,50 0,0001
cartilagem

Celularidade 2,57 +0,53 0,53 +0,51 0,0001
Coloragao pelo 2,28 + 0,48 1,58 + 0,50 0,005
azul de anilina

Linha de cresci- 1,0 £ 0,29 0+0,11 0,001

mento

* Anélise estatistica feita de acordo com o teste de amostras independentes

ANALISE DA IMUNOMARCAGAO PARA COLAGENO

O colageno tipo I foi expresso na cartilagem de animais
com 22 semanas de OA (figura 4 B), estando ausente em
cartilagem de animais meniscectomizados e tratados com o
difosfato de cloroquina (figura 4 C), semelhante ao padrio
normal na cartilagem (figura 4 A). Ao contririo, o colage-
no tipo 11, especifico de cartilagem, apresentou-se menos
expresso em cartilagem de animais com OA (figura 4 E),
porém com aumento de expressio apds tratamento com
difosfato de cloroquina (figura 4 F), semelhante a cartila-
gem normal (figura 4 D). Na cartilagem dos animais ndo
tratados, foi também encontrada diminui¢io na marcagio
do tipo XI (figura4 H), com padrio mais pericelular, porém
ap6s tratamento com difosfato de cloroquina, observou-se
um padrdo de marcagdo mais homogéneo através da matriz
extracelular (figura 4 I), como o encontrado na cartilagem
normal (figura 4 G).

DISCUSSAO

O estudo das alteragdes morfoldgicas que ocorrem na
cartilagem em pacientes com OA sintomatica inicial é dificil,
uma vez que as altera¢oes cartilaginosas nesse estigio nio
sdo visualizadas pelas metodologias habituais de imagem
e tampouco seria possivel do ponto de vista ético a ob-
tengdo de amostras para estudos. Essas razoes explicam a
dificuldade de estudar a a¢dao de firmacos sobre os tecidos
articulares em humanos.

Apesar de os modelos experimentais em animais refle-
tirem uma forma de OA secundaria, estes possibilitam um
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Figura 4 - Imunofluorescéncia em cortes transversais de cartilagem articular de
joelho de coelho. Em A, marcacdo negativa para o colageno tipo I em cartilagem
normal. Em B, positividade para o coldgeno tipo I, na cartilagem articular apos
22 semanas de indugdo da doenca. Em C, evidencia-se a marcagdo negativa para
colageno do tipo I, apds tratamento com difosfato de cloroquina. Em D, colageno do
tipo II em cartilagem normal, mostrando um padrao homogéneo de marcacao. Apos
22 semanas de inducdo da doenca, observa-se positividade para colageno tipo II na
matriz pericondrocitaria (E). Em F, apds tratamento com difosfato de cloroquina,
observa-se a manutencgdo da positividade do colageno tipo II em toda a matriz
cartilaginosa. Em G, cartilagem articular normal, mostrando positividade para o
colageno do tipo XI na regido superficial e na matriz intermediéria dos condrocitos.
Apobs 22 semanas de inducdo da doenca, observam-se auséncia de marcacgao para
colageno do tipo XI na regido superficial e presenca somente na matriz territorial
condrocitaria (H). Em I, cartilagem articular apds tratamento com difosfato de
cloroquina, observa-se preservacdo da positividade para colageno do tipo XI em
toda matriz cartilaginosa, semelhante ao padrao normal. Imunofluorescéncia:
A,B,C,E,F,G,H,I, X200; D, X400.

monitoramento mais preciso da doenga, tornando viavel o
estudo macroscépico, histoldgico, bioquimico ¢ molecular
da cartilagem em diferentes estagios da doenga. Estudos utili-
zando modelos experimentais em animais, indiscutivelmente,
fornecem dados importantes ao entendimento da fisiopato-
logia da OA ¢ da agdo terapéutica de diversas drogas.
Contudo, existem diferengas quanto a evolugio tem-
poral da OA experimental em animais ¢ em humanos e,
certamente, a escolha da espécie animal também terd grande
influéncia nos resultados. Recentemente, temos trabalha-
do com modelo de OA, que ocorre espontaneamente em
cachorros de determinadas ragas (boxer, pit-bull, labrador),
ap6s lesdo do ligamento cruzado do joelho. A evolugdo da
degeneragido articular é dramatica, pois em poucas semanas
ocorre destrui¢ao articular, evidenciada clinica e radiologi-
camente, mostrando que animais comportam-se de forma
diferente dos humanos. Ressaltando-se que realizagio de
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exames de imagens sio procedimentos complicados em
animais de pequeno porte como ratos e coelhos, porém
exeqiifveis nos maiores como cachorros. E possivel que
no futuro o cachorro com artrose pds-traumdtica seja
um dos modelos ideais no estudo da OA experimental,
especialmente porque, além de ético, por ndo causar sofri-
mento animal, aproveita-se a necessidade da realizagio de
estabilizagdo cirtrgica do joelho, para proceder a coleta de
sinévia, cartilagem e fluido sinovial para a pesquisa.

A meniscectomia parcial em coelhos produz mudangas
que sdo similares as lesoes vistas em OA em humanos®?.
Entretanto, a freqiiéncia ¢ a gravidade das alteragoes osteo-
cartilaginosas no curso da doen¢a dependem de quanto da
articula¢io ¢ desestabilizada cirurgicamente?3?%. Desse
modo, para estudar a progressividade das alteragdes his-
toldgicas na cartilagem articular, desde seus estagios mais
iniciais, optamos pela indugio da doenga experimental,
por meio de uma desestabiliza¢do articular mais branda,
em rela¢do aos modelos normalmente encontrados na
literatura®®?¥ sem o corte dos ligamentos colaterais ¢
cruzados e com a remog¢io de uma pequena por¢io do
menisco. Nosso objetivo foi desenvolver um modelo de OA
com alteragodes gradativas, para melhor simular a doenga de-
generativa cronica em humanos, visando a permitir o estudo
da a¢do de firmacos em animais com OA experimental.

Certamente que, ao se induzir uma OA de evolug¢io
mais lenta, aproximando o modelo experimental do que é
observado em humanos, os firmacos terdo maior chance de
atuar no processo fisiopatolégico envolvido na degradagio
articular, especialmente quando a droga ¢ ministrada antes
mesmo da indugdo da enfermidade, como foi o que ocor-
reu com o emprego da cloroquina no presente estudo. Os
resultados do trabalho foram dramiticos, porém devemos
lembrar que, em doentes com artrose, a droga ¢ iniciada
quando a lesdo articular j esta instalada. E possivel que
a cloroquina ministrada precocemente tenha promovido
inibi¢do igualmente precoce e mantida das citocinas proé-
inflamatérias como a IL-1 ¢ TNF-a, bloqueando o processo
catabdlico da cartilagem articular. Contudo vale lembrar
que a cloroquina ¢ utilizada empiricamente no Servigo de
Reumatologia da Faculdade de Medicina da Universidade
de Sdo Paulo (EMUSP) hi quase 30 anos com bons re-
sultados praticos, antes mesmo do surgimento dos novos
condroprotetores no mercado.

No modelo de meniscectomia, o surgimento de oste-
6fitos e a formagdo de fibrilagoes na cartilagem articular
aconteceram durante a evolu¢iao da OA, como observado
por outros autores?®, porém no nosso caso, de forma mais
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lenta. As alteragdes histoldgicas mostraram a existéncia
de um padrio progressivo de desorganizagio celular e as
alteragdes na malha de colageno, conforme a evolugio da
doenga. Interessante observar que o joelho contralateral
igualmente desenvolveu em menor escala sinais de OA,
como demonstrado pela presenca de raros osteéfitos.

Em suma, esse modelo experimental de meniscectomia
parcial em coelhos, que promove alteragdes morfoldgicas,
histolégicas e bioquimicas graduais, abriu um campo de
pesquisa, no sentido de testarem-se drogas potencialmente
efetivas no tratamento da OA como os antimalaricos.

Pesquisas clinicas com drogas antimaldricas na OA prati-
camente inexistem na literatura. Bryant et al., em 19952%),
por intermédio da anilise retrospectiva de oito pacientes
com OA erosiva, que receberam difosfato de cloroquina,
sugeriram como promissor o emprego dessa droga nessa
enfermidade. Os antimaldricos, especialmente o composto
quimico hidroxicloroquina, sdo bastante utilizados no trata-
mento de artrite reumatéide e lapus eritematoso sistémico, ¢
muitas de suas propriedades bioldgicas ja saio conhecidas.

As principais agoes farmacolégicas conhecidas dos
antimaldricos sdo: inibi¢do da fosfolipase A, estabilizacio
da membrana de lisossomas, inibi¢io da quimiotaxia e
fagocitose de polimorfonucleares, inibi¢ao na geragao de
superdxido, diminui¢do na produgido de fibronectina, ini-
bi¢do na agregacio eritrocitaria intravascular, diminui¢do
da agrega¢io plaquetdria, fotoprote¢io cutinea, inibi¢do
da degradagio cartilaginosa induzida pela interleucina 1.
Dentre as propriedades imunolégicas da droga, podem
ser citadas: a inibi¢do da produ¢io de citocinas pro-
inflamatérias, diminui¢do da sintese de anticorpos ¢ auto-
anticorpos, inibi¢ao da resposta linfoproliferativa, inibi¢ao
da acdo das células natural killer, inibi¢ao da formagio de
imunecomplexos¢).

Em virtude de diferentes propriedades bioldgicas da
cloroquina, compreende-se que essa droga seria util no
tratamento da OA, enfermidade atualmente entendida
como inflamatéria e ndo apenas degenerativa, como se
imaginava no passado. Contudo, desconhece-se o local da
atuac¢do dos antimaldricos. Admite-se a possibilidade da
a¢do ao nivel das citocinas, bloqueando a atividade cata-
bdlica da I1L-1 ¢/ou TNF-a sintetizados por condrécitos
ou células sinoviais inflamadas; ou modificando a sintese
de prostaglandina E2 que regula a sintese das citocinas; ou
influenciando na produg¢io das metaloproteases, que sio as
enzimas catabélicas da matriz extracelular.

Nosso objetivo foi verificar se o difosfato de cloroquina,
droga barata, de aquisi¢io facil pelos pacientes e que existe
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no nosso complexo hospitalar, teria a¢io condroprotetora,
quando administrado na dose de 3 mg/kg ao dia no coelho
submetido a OA experimental por meniscetomia parcial.
Assim, o firmaco foi administrado oralmente um més an-
tes da realizagio da meniscectomia ¢ mantido durante 22
semanas. Na verdade, esse procedimento experimental ndo
reproduz exatamente as condi¢oes clinicas habituais, pois os
doentes que recebem o medicamento ja estdo sintomaticos,
com a OA em evolug¢io. Contudo, sabemos que os antima-
ldricos sdo drogas de depdsito que apenas atuam quando
estdo presentes em concentragdes efetivas nos tecidos, e
essa foi a principal justificativa a ser lembrada quando se
programou o desenho da pesquisa. Adicionalmente, sabe-
mos que as alteragdoes morfologicas ap6s indugio da OA
em coelhos acontecem rapidamente em questdo de dias a
semanas, impossibilitando a atuagio plena das drogas de
deposito. Finalmente, o grande objetivo do trabalho seria o
de responder se a cloroquina teria alguma agdo terapéutica,
independentemente de quando a droga fora introduzida.
Certamente que novos experimentos serdo projetados no
futuro, incluindo animais ji doentes de OA, com a finali-
dade de saber se a droga seria eficaz em modificar o curso
clinico de uma patologia ji instalada ¢ também saber se ¢
possivel a reversdo de determinados aspectos morfologicos
¢ funcionais das articulagdes ja acometidas.
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Demonstramos pela primeira vez que o difosfato de
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