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RESUMO

Avaliaram-se os efeitos dos precursores dos glicosaminoglicanos (GAG) e do sulfato de condroitina A
(SC) sobre a histomorfometria da cartilagem articular normal ou de cartilagem de cdes com doenca
articular degenerativa (DAD) experimental. Os grupos experimentais constituiram-se de animais com
articulacdo direita normal, que ndo foi submetida a procedimento cirdrgico, e com articulagdo esquerda
osteoartrdtica e que foi submetida a intervencéo cirlrgica. Os grupos foram subdivididos em animais com
articulacdo ndo tratada e tratada, portanto: normais (N) (n=5), NGAG (n=5) e NSC (n=4); e
osteoartrdticos (O) (n=5), OGAG (n=5) e OSC (n=4). Secc¢des de cartilagens do fémur, da tibia e da
patela foram utilizadas neste estudo. Nos normais (N, NGAG e NSC), ndo se encontraram lesdes que
caracterizassem a DAD, embora tenha havido diminuicdo na celularidade nos de NGAG e NSC, em
relacdo a N. Foram observadas alteracfes em graus varidveis entre 0s grupos osteoartréticos. Houve
reducdo acentuada dos condrécitos no grupo O em comparagdo aos normais enguanto 0S grupos
osteoartréticos tratados apresentaram celularidade semelhante aos normais tratados. Estes resultados
foram confirmados pela anélise do indice de proporcao (IP), que se mostrou elevado em O, indicando
menor sintese de proteoglicanos. N&o houve diferenca significativa entre os IPs dos grupos
osteoartroticos tratados (OGAG, OSC) apesar do comportamento distinto do OSC ao assemelhar-se aos
grupos N e NSC. Estes resultados sugeriram que o SC agiu na cartilagem osteoartrética de maneira mais
eficaz, reduzindo a perda de proteoglicanos e estimulando a viabilidade celular e a atividade metabdlica.

Palavras-chave: cdo, doenca articular degenerativa, precursores de glicosaminoglicanos, sulfato de
condroitina, cartilagem articular

ABSTRACT

The effects of precursors of glycosaminoglycans (GAG) and chondroitin sulphate A (CS) on the
histomorphometry of normal articular cartilage and with experimental degenerative joint disease (DJD)
in dogs were evaluated. The groups were constituted as follows: normal joints were not undergone to the
surgical procedure and left osteoarthritics that suffered surgical intervention. These were then distributed
into joints that did not receive drug treatment and those that received: normal (N) (n = 5); NGAG (n =
5), and NCS (n = 4); and osteoarthritics: O (n = 5); OGAG (n = 5); and OCS (n = 4). Cartilage sections
of the femur, tibia, and patella were used in this study. In normal groups (N, NGAG, and NCS) no lesions
were found that could characterize DJD, although the cellularity was shown to be slightly diminished in
NGAG and NCS, in relation to N. Characteristic DJD disorders were identified in variable degrees
among osteoarthritic groups and were more severe in O. There was marked reduction of the number of
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chondrocytes in group O, as compared to the normal groups, while treated osteoathritic groups showed
similar cellularity to that of normal groups. These results were supported by the analysis of the index of
proportion (IP), which was high in O, indicating less synthesis of proteoglycans. These results suggest
that chondroitin A sulphate acted on osteoarthritic cartilage in a more efficient way than
glycosaminoglycan precursors, reducing the loss of proteoglycans caused by the degenerative process,

stimulating cellular viability and metabolic activity.

Keywords: dog, degenerative joint disease, glycosaminoglycan precursors, chondroitin sulphate,

articular cartilage
INTRODUCAO

A doenca articular degenerativa (DAD) ou
osteoartrose € uma enfermidade cronica
progressiva,  caracterizada por  alteragles
degenerativas da articulagdo e de estruturas
adjacentes, com perda significativa de seus
componentes (Bobinac et al., 2003; Chan et al.,
2005; Lorenz e Richter, 2006; Simon e Jackson,
2006; Laadhar et al., 2007).

Os tratamentos preconizados para osteoartrose,
na pratica clinica, tém evidenciado que o
emprego de farmacos convencionais restringe-se
a uma acdo conservativa, encorajando, dessa
forma, a procura por outros tratamentos que
controlem as alteracBes geradas com a
progressdo da osteoartrose, e que possibilitem a
recuperacdo da constituicdo da  matriz
extracelular nessa enfermidade.

Na medicina veterinaria, € intensa a utilizagao de
agentes condroprotetores ou drogas
modificadoras da doenca articular degenerativa
(DMDAD) como tratamento complementar da
DAD, embora ainda necessite de evidéncias
guanto ao mecanismo de acao e eficacia.

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito dos
precursores de glicosaminoglicanos e do sulfato
de condroitina A sobre a morfologia da
cartilagem articular normal e com osteoartrose
experimental em cées.

MATERIAL E METODOS

Este estudo ¢ parte do trabalho “Precursores de
glicosaminoglicanos e sulfato de condroitina A
no tratamento da doenga articular degenerativa
em cdes” aprovado pelo Comité de Etica em
Experimenta¢do Animal sob o n°® 14/2002.

Utilizaram-se 14 cdes de ambos 0s sexos, sem
raca definida, pesando entre 18 e 25kg,
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submetidos a avaliacdo clinica e laboratorial
prévia (pesquisa de leishmaniose, hemoparasitas
e hemograma). Como critério de incluséo
definitiva dos animais, também foram realizadas
radiografias  bilaterais  das  articulagbes
femorotibiopatelares (FTP) direita e esquerda,
nas incidéncias craniocaudal e mediolateral, para
a constatacdo da normalidade  nessas
articulacdes.

Os animais foram encaminhados para a avaliagdo
artroscOpica com subsequente seccdo do
ligamento cruzado cranial (LCCr) por essa
mesma via, com auxilio de uma tesoura
artroscopica. Apés 21 dias, foram encaminhados
e preparados para novo exame artroscépico.
Apoés visualizagdo e avaliagdo das estruturas
articulares, conforme realizado na primeira
artroscopia, executou-se uma artrotomia e
substituicdo do LCCr segundo a técnica de
Schawalder (1989). Em todos os animais foi
empregada a Muleta de Thomas, modificada, por
15 dias.

Ap6s  substituicio do LCCr esquerdo, as
articulagbes FTP foram distribuidas em seis
grupos experimentais. Nos animais de grupo | —
normal (N) a articulagho FTP direita néo
submetida a procedimentos terapéutico e
cirirgico (n=5); nos do grupo Il (NGAG), a
articulagdo FTP direita ndo foi submetida a
procedimento cirdrgico e foi tratada com
precursores de glicosaminoglicanos (Osteocart
Plus — Labyes) (dois comprimidos de 70mg/dia,
por via oral, durante 30 dias) (n=5); nos do grupo
Il (NSC), a articulacdo FTP direita ndo foi
submetida a procedimento cirdrgico e foi tratada
com sulfato de condroitina (D.M.P. — Labyes)
(3mg/kg, via intramuscular a cada trés dias
durante 30 dias e a cada quatro dias durante os
60 dias subsequentes) (n=4); nos do grupo IV -
osteoartrético (O); a articulacdo FTP esquerda
foi submetida a procedimentos cirlrgicos
(ruptura e substituicdo do LCCr) e néo foi tratada
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(n=5); nos do grupo V (OGAG); a articulacdo
FTP esquerda submetida a procedimentos
cirtrgicos (ruptura e substituicdo do LCCr) e
tratada com precursores de glicosaminoclicanos
(dois comprimidos de 70mg/dia, por via oral,
durante 30 dias) (n=5); e nos do grupo VI (OSC);
a articulagho FTP esquerda foi submetida a
procedimentos cirdrgicos (ruptura e substituicao
do LCCir) e tratada com sulfato de condroitina A
(3mg/kg, via intramuscular a cada trés dias
durante 30 dias e a cada quatro dias durante os
60 dias subsequentes) (n=5).

Os protocolos utilizados neste experimento
seguiram a posologia recomendada pelo
fabricante. Ao final dos 90 dias, os cdes foram
sacrificados e submetidos ao exame pds mortem
e a colheita de material para exame
macroscopico e histolégico de ambas as
articulagbes FTP.

Amostras de fémur, tibia e patela com o0sso
subcondral foram extraidas da porgdo articular de
cada osso e fixadas em paraformaldeido neutro
tamponado a 4% por, pelo menos, 60 dias. Com
a utilizacdo de serra linear, foram realizadas
sec¢Oes transversais em relacdo ao eixo maior do
fémur, desde o sulco patelar até a porcdo
condilar. Em relagdo a tibia, foram feitas seccles
longitudinais do platé tibial, com auxilio de serra
circular, seguindo orientacdo craniocaudal em
relacdo ao eixo maior do 0sso. Essas amostras
iniciaram a descalcificacdo em solucéo fosfato de
EDTA a 10% mantido a temperatura ambiente
durante 240 dias. A descalcificacdo foi
confirmada pela auséncia de radiopacidade
demonstrada pela radiografia e auséncia de
resisténcia ao corte com lamina para microtomia.

Apés pelo menos 90 dias na solugdo
descalcificadora, 0s segmentos obtidos do fémur
foram divididos em porcdo medial e lateral. De
cada fragmento condilar foram extraidos, pelo
menos, quatro fragmentos, também com auxilio
de l&mina para microtomia, os quais seguiram
orientacdo de corte craniocaudal em relagdo ao
eixo maior do 0sso. Quatro meses apds o inicio
da descalcificacdo, as amostras da patela foram
divididas transversalmente ao seu eixo maior,
com auxilio de ldmina para microtomia. Apés a
descalcificacdo, todos os fragmentos foram
processados, incluidos em parafina e corados
pela hematoxilina e eosina (HE), para avaliacdo
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morfolégica e da celularidade das cartilagens
articulares.

A analise morfométrica constou da contagem do
ntmero de condrécitos, em secgdes coradas pela
HE, e quantificagio do conteddo de
proteoglicanos, em seccfes coradas pela
safranina O-fast green. A celularidade foi
determinada pela contagem do nimero de células
com objetiva de 40 em 24 campos/seccdo em 25
seccOes/grupo da cartilagem articular do fémur,
da tibia e da patela, totalizando 600
campos/grupo. O nimero de campos em cada
seccdo foi determinado pela técnica de estudo da
variacdo da instabilidade de valores médios em
relacgdo a amostra que os originou. Em uma
lamina  representativa de cada  grupo
experimental, foi determinado o numero de
células em 48 campos. A seguir, essa amostra de
48 campos foi dividida em quatro com valores
sorteados ao acaso. Foram determinados a média,
0 desvio-padrdo e o coeficiente de variacdo da
variavel estudada em 4, 8, 12, 16, 20, 24, 28, 32,
36, 40, 44 e 48 campos. Apos verificar que o
desvio-padrdo e o coeficiente de variacdo se
estabilizavam em torno de 24 campos, este valor
foi adotado para se determinar o nimero de
campos para a quantificacdo celular.

A mensuracdo do conteido de proteoglicanos foi
feita por meio da técnica de coloracdo pela
Safranina O, em que se mediram, com o auxilio
de ocular micrométrica, a altura da cartilageme a
quantificacdo da coloracdo total e da coloragdo
positiva a safranina. Para isso mediu-se, em trés
pontos diferentes, a altura total da cartilagem
articular, desde a tide mark até a por¢do mais
apical da camada superficial. A média das trés
medidas aplicou-se um fator de corregdo, obtido
com o auxilio de [amina micrométrica. Calculou-
se, entdo, o indice de propor¢cdo (IP) entre a
altura total e a dos proteoglicanos, segundo Melo
et al. (2008):

_ Altura total - Altura Corada
Altura total

IP

O delineamento experimental foi o inteiramente
ao acaso. Os dados morfométricos das variaveis
contagem celular e indice de proporcionalidade
do conteldo de proteoglicanos foram testados
quanto a distribuicdo normal. As médias foram
submetidas & andlise de varidncia, e, para
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comparacdo de média, aplicou-se o teste SNK. A
correlagéo entre elas foi determinada pelo teste
de Pearson.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O modelo utilizado de ruptura do LCCr para a
inducdo da DAD permitiu avaliar as alteracGes
morfolégicas comuns a esta patologia, ja
comprovado por Marijnissen et al. (2002); Biasi
et al. (2005); Gongalves et al. (2008) e Melo et
al. (2008). O desenvolvimento e a progressao da
DAD ocorreram devido & instabilidade articular,
que alterou a distribuicdo de peso sobre a
articulacdo (Romano et al, 2006; Glasson et al.,
2007; Herzog e Longino, 2007). Segundo
Gongalves et al. (2008) e Melo et al. (2008),
houve dificuldades quanto a diferenciacdo entre
os tratamentos, uma vez que empregaram a
mesma metodologia.

A cartilagem articular dos membros que nado foi
submetida a procedimento cirdrgico, grupos N,
NGAG, NSC, apresentou caracteristicas
histoldgicas semelhantes entre si, independente
do tratamento ao qual foram submetidas (Fig.
2A). Na&o se observaram, nesses Qrupos,
alteracGes que sugerissem estagios iniciais da
DAD. Observou-se diferenciacdo limitrofe entre
as camadas e visualizaram-se, com perfeicdo, as
zonas superficial, média, profunda e calcificada,
aspecto este que também auxilia na
caracterizacdo da cartilagem articular normal
(Junqgueira e Carneiro, 1999).

Verificou-se em todas as cartilagens articulares
zona superficial regular (Fig. 2A), com
monocamada de condrdcitos basofilicos e
fusiformes, assemelhando-se a fibroblastos,
alinhados paralelamente & superficie articular.
Nas regibes proximas as areas de inser¢do dos
tendGes e dos ligamentos, a camada superficial
também assumiu essas caracteristicas, porém
chegando a formar trés a quatro camadas de
células. Os condrdcitos desta camada
apresentaram-se separados entre si por discreta
qguantidade de matriz extracelular. Nas
extremidades da superficie articular, observou-se
a presenca de grupos iségenos isolados (clones),
ndo representativos de lesbes & camada
superficial, uma vez que a matriz circunjacente
ndo apresentou alteracdes de DAD.
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Na camada média, foram verificados poucos
clones dispersos entre si e sem lesdes proximas,
ndo sendo possivel correlaciona-los novamente
com a presenca de lesbes decorrentes de DAD.
Os condrécitos apresentaram-se arredondados,
basofilicos com matriz interterritorial e tendendo
a se orientar em colunas na regido de transi¢do
com a camada profunda. Na camada profunda,
essas células mantiveram a forma arredondada e
apresentaram-se dispostos em colunas. A matriz
interterritorial fortemente basofilica (Fig. 2A)
sugeriu maiores quantidades de proteoglicanos.
A presenga de poucas areas de fibrilagéo e raros
grupos celulares is6genos, como os observados
nas camadas superficial e média, sdo achados
também encontrados em cartilagens normais
decorrentes de inducdo mecénica, ndo sendo
associadas a DAD (Fernandes et al., 1998;
Pritzker et al., 2006).

Subjacente a camada profunda, a tide mark
estava bastante evidente e integra em todas as
amostras analisadas. A camada calcificada néo
apresentou alteragdes que estariam associadas a
presenca de DAD. Portanto, os resultados
encontrados para a morfologia estdo compativeis
com os descritos para cartilagem normal por
Fernandes et al. (1998), Gannon e Sekoloff
(1999), Lorenz e Richter (2006) e Pritzker et al.,
(2006).

A cartilagem articular, submetida aos
procedimentos de desestabilizacdo e substituicdo
do LCCr, apresentou alteragdes morfologicas
tipicas de DAD, ja descritas na literatura por
Biasi et al. (2005); Pritzker et al. (2006);
Goncalves et al. (2008) e Melo et al. (2008).

No grupo O, foram encontradas alteragGes
principalmente nas camadas superficial e média.
Na primeira, as lesdes variaram de moderadas a
graves e predominaram irregularidades na
superficie, edema acentuado e presenca de
fibrilacdo. A separacdo das fibrilas de colageno
muitas vezes culminou em fissuras transversais
que atingiram a camada média. Foram
constatadas lesBes caracteristicas de
degeneracdo, como a evidente necrose dos
condrdcitos (Fig. 2B, 2C e 3C) e presenca de
dreas multifocais sem camada superficial,
diferente do descrito para esta zona nos grupos
N, NGAG e NSC, ja observados por Gannon e
Sekoloff (1999), Kleeman et al. (2005); Pritzker
et al. (2006); Laadhar, et al. (2007).

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.62, n.5, p.1117-1127, 2010



Efeitos dos glicosaminoglicanos...

As alteracGes degenerativas também estenderam-
se & camada média, sendo observados edema
difuso, fibrilacdo e perda de basofilia (Fig. 2B-
D). Estas alteracBes confirmam a presenga de
DAD. Achados similares também foram
descritos por Gannon e Sekoloff (1999); Bobinac
et al. (2003); Pritzker et al. (2006) e Simon e
Jackson (2006) e Gongalves et al. (2008).

Foi observada presenca de tecido fibroso
disposto paralelamente e aderido a cartilagem
articular, principalmente nos fragmentos de
fémur medial e de patela. As &reas com pénus
apresentaram-se  subjacentes a regides de
hipocelularidade e de condrocitos necréticos
(Fig. 2C e 3C), assim como descrito por Gannon
e Sekoloff (1999); Yuan et al. (2004) e Melo et
al., 2008.

Nas areas com lesfes mais acentuadas de DAD,
observou-se a presenca de clones (Fig. 3A e 3D)
com grande namero de condrocitos organizados,
sugerindo tentativa de reparo a perda celular.
Kleeman et al. (2005) também associaram o
aparecimento dos clones e de outras lesdes, como
fissuras, erosGes (Fig. 2B) e flaps (Fig. 3B), a
estdgios mais avancados da DAD. O
comportamento aberrante dos condrécitos na
DAD, segundo Goldring (2006), € caracterizado
ainda pelo aparecimento de fibrilagdes (Fig. 2D)
e de alteracGes na quantidade, distribuicdo ou
composicdo dos proteoglicanos da matriz, como
constatado no presente estudo.

No grupo OGAG, a zona superficial da
cartilagem  articular ~ apresentou-se  com
frequentes irregularidades, trés a quatro camadas
de células de fusiformes a arredondadas,
basofilicas com aparente reducdo do tamanho
celular, se comparada a dos grupos normais.
Lesbes semelhantes foram encontradas em
camundongos e indicaram provavel atividade
proliferativa, que pode ser atribuida ao
tratamento com precursores de
glicosaminoglicanos (Fenton et al., 2000a,b;
Varghese et al., 2007). Irregularidades na
superficie articular, edema, fibrilacdo e necrose
de condrécitos foram  lesBes  também
evidenciadas no grupo OGAG, contudo menos
intensas do que as observadas no grupo
osteoartrético. Na maioria das vezes, ndo foi
possivel individualizar as camadas superficial e
média, devido a homogeneidade dos condrocitos.
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Na camada média, aspecto marcante foi a
proliferacdo de condrocitos, com formagdo de
clones (Fig.2C, 3A e 3B). Estes agregaram
grande ndmero de células com pouca matriz
interterritorial entre si em areas multifocais,
dispostas adjacentes a células invidveis ou a
dreas de necrose. Os condrdcitos na camada
média apresentaram citoplasma amplo e bastante
granulado, com nucleo vesiculoso de cromatina
frouxa, achados que sugeriram incremento na
atividade celular. A perda de basofilia da matriz
interterritorial, observada nas camadas média e
profunda, foi menos evidente do que no grupo O.

As caracteristicas morfolégicas da cartilagem
articular, no grupo OSC, foram menos marcantes
de DAD do que as observadas no grupo OGAG.
LesBes degenerativas como edema, fibrilacéo,
necrose, panus e hipercelularidade (Fig. 3D)
foram também verificadas, entretanto, mais
discretas e menos extensas. As células estavam
distribuidas de forma difusa e apresentaram-se
menores, contendo nucleo discretamente mais
condensado. Houve perda discreta da basofilia da
matriz extracelular. Estes achados assemelham-
se aos de Melo et al. (2008), que também
empregaram o sulfato de condroitina no
tratamento da DAD.

As lesdes histoldgicas dos grupos OGAG e OSC
assemelharam-se as encontradas nas cartilagens
do grupo O sendo, no entanto, de carater menos
grave, principalmente no OSC. A comparagéo
entre as cartilagens articulares nos grupos
osteoartrdticos tratados indicaram diferenca no
padrdo de proliferacdo celular. Estes resultados
foram posteriormente confirmados pela andlise
morfométrica (Tab. 1). Semelhantes foram as
alteracGes da DAD relatadas por Marijnissen et
al. (2002); Biasi et al., (2005); Lorenz e Richter
(2006); Pritzker et al. (2006) e Melo et al.
(2008).

Nas camadas profunda e calcificada, ndo foram
observadas alteragdes relacionadas a DAD,
sugerindo que a substituicdo do LCCr e/ou o
tempo de avaliacdo dos grupos ndo permitiram
desenvolver  lesdes  osteoartrGticas  mais
acentuadas nessas camadas.
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Figura 1. Fotomicrografias de cartilagens articulares de fémur de cdes. HE. A) grupo normal: regularidade
da superficie articular (setas finas), ME intensamente basofilica, 135x; B-D) grupo osteoartrético:
reducédo da basofilia da ME; B) cartilagem apresentando areas de eroséo (seta) e de necrose (*), 135x; C)
panus (seta), necrose (*) e clones (seta fina); D) area de fibrilag8o e edema (seta), 189,4x.
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Figura 2. Fotomicrografias de cartilagens articulares de cdes. HE. A-C) grupo osteoartrdtico tratado com
precursores de glicosaminoclicanos; A) fémur: irregularidade da superficie articular (setas finas), clones e
aumento multifocal da celularidade (seta). 75x; B) patela: fissura (seta fina) e clones (seta), 107,1x; C)
fémur: pénus (*) e necrose (seta), 171,4x; D) patela: grupo osteortrético, tratado com sulfato de
condroitina, aumento de celularidade, 75x.
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A celularidade oscilou entre 0s grupos
experimentais, sendo observado maior ndmero
de condrécitos no grupo normal, se comparado
aos normais tratados (NGAG e NSC) e aos
osteoartréticos (O, OGAG e OSC). A diferenca
significativa no nimero de células entre os
grupos normais e 0s normais tratados ndo foi
perceptivel a avaliagdo morfoldgica, uma vez
que a cartilagem articular  apresentou
caracteristicas semelhantes & normalidade. Ao se
considerar a menor contagem de células nos
grupos NGAG e NSC em relacdo ao N (Tab. 1),
pode-se sugerir que 0s precursores de
glicosaminoglicanos e o sulfato de condroitina A
atuem no metabolismo dos condrdcitos,
reduzindo a capacidade proliferativa natural
dessas ceélulas. Provavelmente, essa acdo na
celularidade foi similar entre os dois farmacos,
visto ndo haver diferenca significativa entre
ambos. Semelhante também foi o nimero de
condrécitos dos grupos normais tratados em
relagdo aos osteoartroticos tratados. Estes
resultados demonstraram que o0s precursores de
glicosaminoglicanos e o sulfato de condroitina A
exerceram acBes também na cartilagem
osteoartrdtica, favorecendo a atividade reparativa
frente as perdas ocorridas por necrose e
apoptose, reduzindo-as de forma semelhante ao
que foi descrito por Gomes (2006).

Tabela 1. Valores médios e desvios-padrdo do
nimero de células em cartilagens articulares
normais e osteoartréticas de cées tratados ou nao
com precursores de glicosaminoglicanos e
sulfato de condroitina A

Grupos Numero de células
N 118,5+3,3a
NGAG 100,8 + 5,04b
NSC 94,58 +5,76b,c

0 81,62 +2,46¢
OGAG 98,88 +3,67b
0SsC 96,26 + 3,88b,c

N: normal; NGAG: normal tratada com precursores de
glicosaminoglicanos; NSC: normal tratada com sulfato
de condroitina A; O: osteoartrética; OGAG:
osteoartrotica  tratada com  precursores  de
glicosaminoglicanos; OSC: osteoartrética tratada com
sulfato de condroitina A

Letras distintas na coluna indicam diferenca entre
valores (P<0,05).
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A comparacdo dos grupos osteoartréticos com o
normal demonstrou perda celular significativa,
apesar de se verificar uma atividade reparativa
decorrente das les6es degenerativas da DAD.

Os grupos O, OGAG, OSC ndo diferiram quanto
a contagem celular dos grupos OGAG, OSC.
Inesperada foi a observacdo de que este
parametro ndo diferiu entre OSC e O, apesar das
alteracGes degenerativas menos intensas no
primeiro. O aspecto que contribuiu para tal
resultado foi a menor exuberancia de clones, com
presenca de condrdcitos, que se apresentaram
dispersos por toda matriz, com maior quantidade
de matriz interterritorial, sem agrupamentos
celulares na cartilagem articular do grupo OSC
(Fig. 3D). Paralelamente, a menor celularidade
no grupo O, esperada e condizente com a
literatura (Gomes, 2006; Gongalves et al., 2008;
Melo et al.,, 2008; ), deveu-se ao processo
degenerativo grave, com extensa necrose de
condrdcitos. Dessa forma, a contagem de células
nédo possibilitou determinar diferengas entre este
grupo e o OSC, mas as alteragdes morfoldgicas
variaram de intensidade e gravidade nas
diferentes camadas das cartilagens. E provavel
gue a metodologia de avaliagdo por camada,
empregada por Gomes (2006), seja mais
eficiente para evidenciar os efeitos dos fArmacos
sobre as cartilagens articulares tratadas.

O IP permitiu avaliar a concentracdo de
glicosaminoglicanos. Nos grupos N, NGAG,
NSC, foram observados IPs mais baixos, e que
ndo diferiram entre si (Tab. 2). Este resultado,
associado a celularidade, sugere que, embora 0s
normais tratados (NGAG, NSC) apresentassem
namero reduzido de condrécitos em comparacao
ao normal (N), a concentracdo de GAG
permaneceu a mesma, indicando atividade
aumentada dessas células naqueles grupos (Fig.
3A-C).

Constatou-se maior IP no grupo O, resultado que
corroborou tanto com os achados morfologicos
quanto com a celularidade desse grupo. Em
conjunto, essas observacBes caracterizaram
quadro osteoartrético mais acentuado, com
menor sintese de proteoglicanos e elevado IP
(Fig. 3D).

Entre grupos, o0s OGAG e OSC, ndo houve
diferenca significativa quanto ao IP, assim como
ja verificada na contagem de células (Fig. 3E-F).
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Figura 3. Fotomicrografias de cartilagens articulares de patela de cées. Safranina O-fast green. 107,1x. A)

grupo normal; B) grupo normal, tratado com precursores de glicosaminoglicanos; C) grupo NSC; D-F)
redugdo progressiva da intensidade de coloragcdo da ME; D) grupo osteoartrético, acentuada; E) grupo
osteoartrdtico, tratado com precursores de glicosaminoglicanos, moderada com formacéo de clones sem

producdo de matriz (*); F) grupo osteoartrético, discreta.

Interessante foi o fato de mais uma vez o grupo
OSC ter apresentado comportamento distinto dos
demais osteoartréticos ao se assemelhar quanto a
concentragdo de glicosaminoglicanos aos grupos
N e NSC. Este resultado é intrigante, sendo
necessario, para justifica-lo, considerar que,
apesar da celularidade reduzida, os condrécitos
desse grupo apresentaram-se metabolicamente
ativos, aptos a manter a sintese de

Arg. Bras. Med. Vet. Zootec., v.62, n.5, p.1117-1127, 2010

proteoglicanos, determinando, assim, alteracdes
osteoartréticas menos graves. O sulfato de
condroitina A agiu na cartilagem osteoartrotica,
reduzindo a perda de proteoglicanos decorrente
do  processo  degenerativo  (Fig.  3F).
Paralelamente, observou-se que 0 maior nimero
de clones no grupo OGAG nédo foi acompanhado
de aumento da sintese de proteoglicanos (Fig.
3E). Na osteoartrose sdo produzidos mediadores
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diversos, com acles catabdlicas, incluindo
metaloproteinases, prostaglandinas, citocinas e
fatores locais, dentre outros (Aigner e
MacKenna, 2002; Goggs et al, 2003).
Provavelmente, o sulfato de condroitina A
reduziu a sintese ou a acdo desses mediadores,
bem como pode ter possibilitado elevado
anabolismo pelos condrécitos, com maior
producdo de proteoglicanos ou de outras
substancias como as TIMPs ou os fatores de
crescimento (IGF, TGF BMPs), importantes para
a manutenc¢do da cartilagem normal (Bali et al.,
2001; Gongalves et al., 2008; Melo et al., 2008).
Achados similares aos do grupo OGAG foram
obtidos por Melo et al. (2008) no emprego de
acido hialurénico na DAD, quando se observou
morfologia semelhante com aumento da
celularidade e do IP.

Tabela 2. Valores médios e desvios-padrdo do
indice de proporcionalidade aos proteoglicanos
em  cartilagens  articulares  normais e
osteoartrticas de cdes tratados ou ndo com
precursores de glicosaminoglicanos e sulfato de
condroitina A

indice de
Grupos proporcionalidade
N 0,3657+0,016a,d
NGAG 0,2902+0,031a
NSC 0,3235+0,035a,d
0] 0,5423+0,029b
OGAG 0,4397+0,016¢
0osC 0,3973+0,018c,d

N — normal; NGAG — normal tratada com precursores
de glicosaminoglicanos; NSC — normal tratada com
sulfato de condroitina A; O — osteoartrética; OGAG -
osteoartrotica  tratada com  precursores  de
glicosaminoglicanos; OSC - osteoartrotica tratada
com sulfato de condroitina A.

Letras distintas na coluna indicam diferenca estatistica
significativa para (P<0,05).

Finalmente, os efeitos dos precursores de
glicosaminoglicanos e do sulfato de condroitina
A na cartilagem normal devem ser questionados,
uma vez que foi observada redugdo do nimero
de condrocitos em cartilagens normais. A
avaliacdo isolada da cartilagem articular néo
permite inferir que a menor celularidade foi um
efeito deletério direto dos medicamentos.
Estudos sobre o efeito dos precursores de
glicosaminoglicanos sdo controversos.
Experimentos in vitro relatam a inibicdo da
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degradacdo da cartilagem na presenca de
glicosaminoglicanos (Bassleer et al., 1998),
enquanto outros relatam efeitos adversos nas
propriedades biomecénicas ou na viabilidade
celular de explantes de cartilagem (de Mattei,
2002). As condigBes de cultivo, portanto, sdo
determinantes da resposta dos condrdcitos e de
explantes aos glicosaminoglicanos (Mroz e
Silbert, 2004; Varghese et al. 2007), o que pode
explicar a variacdo na resposta aos tratamentos.
Contudo estudos in vivo sdo pouco frequentes.

CONCLUSOES

Os precursores de glicosaminoglicanos e o
sulfato de condroitina A reduziram a celularidade
na cartilagem articular normal, contudo néo
determinaram a ocorréncia de alteracBes neste
tecido, como demonstradas pelas caracteristicas
semelhantes a normalidade. Ambos os farmacos
testados exerceram também acGes na cartilagem
osteoartrtica, embora apenas o sulfato de
condroitina A tenha sido capaz de reduzir as
lesbes degenerativas e estimular o metabolismo
da cartilagem.
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