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RESUMO

ELEOTERIO, Renato Barros, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de
2011. Efeito do sulfato de condroitina e glucosamina na reparacio de defeitos
osteocondrais experimentais no condilo femoral de cdo. Orientadora: Andréa
Pacheco Batista Borges. Co-orientadoras: Maria Cristina Ferrarini Nunes Soares Hage e
Marlene Isabel Vargas Viloria.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia de um suplemento
condroprotetor (nutracéutico) veterindrio comercial, a base de sulfato de condroitina e
glucosamina, na reparacao de falhas osteocondrais induzidas no condilo femoral lateral
de cdes, por meio de andlises clinica, radiografica, macroscopica, histoldgica e
morfométrica. Objetivou-se ainda testar a seguran¢a do produto, por meio dos exames
de glicemia, hemograma, funcdes hepatica e renal, tempo de tromboplastina parcial
ativada e tempo de protombina. Foram utilizados 48 cdes adultos, entre 10 e 25 kg de
peso corporal e sem raga definida, distribuidos aleatoriamente entre quatro tratamentos
(I, I, III e IV), de acordo com o periodo de pos-operatdrio (15, 30, 60 e 90 dias) e
contendo cada um deles 12 animais. Dentro de cada tratamento, seis animais (GI)
receberam diariamente o condroprotetor, enquanto os outros seis constituiram o grupo
controle (GII). Nao houve diferenca significativa entre os grupos de cada tratamento e,
portanto, nas condi¢cdes em que o presente estudo foi realizado, o condroprotetor nao

ocasionou efeitos adversos e o grupo tratado nao diferiu do controle quanto ao processo

de reparacao dos defeitos.
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ABSTRACT

ELEOTERIO, Renato Barros, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2011.
Effect of chondroitin sulfate and glucosamine to repair experimental osteochondral
defects in the femoral condyle of dog. Adviser: Andréa Pacheco Batista Borges. Co-
advisers: Maria Cristina Ferrarini Nunes Soares Hage and Marlene Isabel Vargas
Viloria.

The aim of this research was to evaluate the influence of chondroprotective
veterinary supplement (nutraceutic) composed of glucosamine and chondroitin sulfate
in the repair of osteochondral defects induced in femoral lateral condyle of dogs, by
clinical, radiographic, macroscopic, histologic and morfometric analysis. We also aimed
to test the safety of the supplement with tests of blood glucose, blood count, liver and
kidney function, activated partial tromboplastine and time prothrombin time. Forty-
eigth adult dogs with body weight ranging from 10 kg to 25 kg were used. They were
divided into four treatments (I, II, III and IV), according to the postoperative period of
evaluation (15, 30, 60 and 90 days) and each containing six animals. Within each
treatment, six animals (GI) received the supplement daily, while the other six formed
the control group (GII). No significant differences were observed between groups for
each treatment. Therefore, the conditions in which this study was conducted, the

chondroprotective did not cause adverse effects and the treated group did not differ from

the control on the repair process of such defects.
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INTRODUCAO GERAL

Os condroprotetores sdo substancias compostas por agentes semelhantes aos
componentes da matriz cartilaginosa ¢ tém sido muito empregados no tratamento da
doenca articular degenerativa (DAD) na medicina veterinaria. Eles possuem agdo
antiinflamatéria e sdo capazes de reduzir a perda de proteoglicanos e coldgeno, pela
inibi¢do de enzimas degradativas da cartilagem, além de terem uma acdo estimulatoria
sobre a sintese destes compostos, promovendo aumento na proliferagao de condrdcitos e
sintese da matriz (CLARK, 1991). Tais efeitos sugerem que os condroprotetores podem
ser importantes no controle das alteragdes patoldgicas da cartilagem, podendo
complementar o tratamento da DAD (CLARK, 1991; BIASI et al., 2005; MELO et al.,
2008). Dentre as substiancias com propriedades condroprotetoras, destacam-se a
glucosamina ¢ o sulfato de condroitina (VAUGHAN-SCOTT & TAYLOR, 1997).

A administra¢do de condroprotetores pela via oral, na forma de nutracéutico, ¢
amplamente utilizada na medicina humana e, aliada a minimizagao dos fatores de risco,
como reducdo de peso e exercicios controlados, constitui uma importante opg¢ao
terapéutica e preventiva no tratamento da DAD nos pacientes humanos. Tais produtos
destinados ao homem, que tém como substancias ativas principais os sulfatos de
condroitina e de glucosamina, possuem controle e certificacdo da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria — ANVISA, e, portanto, passam pelos testes de eficacia e seguranca
que sdo exigidos pelo Ministério da Satide para qualquer medicamento humano.

Uma vez utilizados no controle da DAD em humanos, os nutracéuticos foram
disponibilizados para uso veterinario, principalmente para caes idosos e para aqueles de
racas sabidamente predispostas a DAD (Labrador, Rotweiller, Golden retrivier,
Pastores, Daschund, etc.). No entanto, os produtos disponiveis para uso veterinario

possuem em seu rétulo somente o registro do Servigo de Inspecao Federal — SIF, o qual



inspeciona o0 modo de fabricacdo do produto, mas nio exige testes de eficicia e
seguranga.

A caréncia destes testes, que s3o exigidos pelo Ministério da Agricultura para
comprovagdo da eficacia e seguranga de medicamentos veterinarios, gera duavidas
quanto a eficiéncia das diferentes concentra¢des das substancias ativas encontradas nas
diferentes marcas, e resguarda a administra¢do destes produtos aos animais na forma de
suplemento nutricional e de comercializagdo independente de prescricdo veterindria.
Assim, o manejo terapéutico da DAD em animais utilizando nutracéuticos permanece
controverso, ja que ndo foi comprovada a interrupcdo ou o retardo do processo
degenerativo da cartilagem de forma satisfatéria. Adicionalmente, existem poucas
informagdes sobre o efeito destas substincias na reparagdo da cartilagem, acarretando
em baixa credibilidade por parte dos veterindrios. A utilizagdo destes produtos torna-se
ainda mais controversa diante de estudos recentes, como os de SAWITZKE et al. (2010)
e MILLER & CLEGG (2011), os quais questionam a metodologia das pesquisas que
atestam beneficios associados a administragcdo de condroprotetores nutracéuticos.

Desta forma, objetivou-se com este estudo experimental avaliar, por meio de
analises clinica, radiografica, macroscopica, histoldgica e histomorfométrica, a eficacia
de um suplemento condroprotetor (nutracéutico) veterinario comercial, a base de sulfato
de condroitina e glucosamina na reparagdo de falhas osteocondrais provocadas
experimentalmente no condilo femoral lateral de cdes. Além de testar a eficécia,
objetivou-se, ainda, testar a seguranca do produto, por meio de exames importantes para
averiguar se o produto interfere negativamente no organismo dos animais. Tais exames
compreenderam a glicemia, o hemograma, as fun¢des hepatica e renal, os tempos de
tromboplastina parcial ativada e de protombina. Os objetivos propostos convergem para
a tentativa de obtencdo de novos dados que tornem possivel, futuramente, a

classificagdo destes produtos como medicamentos que, de fato, contenham o processo



degenerativo articular, proporcionando maior confianga aos médicos veterinarios, maior

satisfacdo aos proprietarios ¢ melhor qualidade de vida aos animais.
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RESUMO

O manejo terapéutico da doenca articular degenerativa (DAD) em caes € dominado pelo uso de
antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES), que podem induzir graves efeitos adversos e nao
devem ser administrados por periodos prolongados. Varias substancias mostraram-se eficazes
na prevencao do surgimento de lesGes ou no retardo da progressdo da DAD, principalmente
glucosamina e sulfato de condroitina. Estudos mostram que tais agentes administrados pela via
oral podem passar pelo trato digestério e alcancar a cartilagem. No entanto, a terapia da DAD
com nutracéuticos permanece controversa e considera-se que existem poucas informacfes
com relacdo ao seu efeito sobre a reparacdo da cartilagem. Esta revisdo objetivou expor os
dados disponiveis na literatura sobre a influéncia dos nutracéuticos, compostos por sulfato de
condroitina e glucosamina, na reparacdo da cartilagem articular, tornando menos obscura a
terapia da DAD utilizando tais substancias.

Palavras chave: Céo, osteoartrite, osteoartrose, doenca articular degenerativa, glucosamina,
sulfato de condroitina.

ABSTRACT

The therapeutic management of degenerative joint disease (DJD) in dogs is dominated by the
use of non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID), which may induce serious adverse
effects and should not be administered in extended period of time. Several agents have been
effective in preventing the development of lesions or delay the progression of DJD, among
which glucosamine and chondroitin sulfate can be highlighted. Studies have shown that these
agents can pass through the digestive tract when administered orally and reach the cartilage.
However, the DJD therapy with nutraceuticals remains controversial and there is little
information regarding their effect on cartilage repair. This review aimed at exposing the data
available in the literature on the influence of nutraceuticals constituted of chondroitin sulfate and
glucosamine on articular cartilage repair, making DJD therapy with such substances less
obscure.

Key words: Dog, osteoarthritis, osteoarthrosis, degenerative joint disease, glucosamine,
chondroitin sulfate.

RESUMEN

El manejo terapéutico de la enfermedad articular degenerativa (EAD) en perros es
dominado por uso de antiinflamatorios no esteroideos (AINES), que puede inducir efectos
adversos graves y no se debe administrar en periodo prolongado. Varias sustancias fueron
eficaces en la prevencién de aparicidon de lesiones o la progresion retardada de EAD, y entre
ellas se destacan glucosamina y sulfato de condroitina. Estudios demuestran que estos
farmacos cuando se administra por via oral puede pasar a través del tracto digestivo y llegar al
cartilago. Sin embargo, el tratamiento de la EAD con nutracéuticos sigue polémico y existe
poca informacion sobre el efecto de estas sustancias em reparacion del cartilago. Esta revision
tuvo por objeto exponer los datos disponibles em literatura sobre la influencia de compuestos
nutracéuticos con sulfato de condroitina y glucosamina em la reparacion del cartilago articular,
convertiéndose la terapia de EAD con dichas sustancias menos oscura.
Palavras clave: Perro, osteoartritis, osteoartrosis, enfermedad degenerativa de las
articulaciones, glucosamina, sulfato de condroitina.

INTRODUCAO

A doenca articular degenerativa (DAD) € essencialmente secundaria a les@es
musculoesqueléticas congénitas ou adquiridas' e caracterizada por degradacdo e perda de
cartilagem, alteracdes 6sseas hipertréficas (como formacdo de ostedfitos), remodelacdo do



0sso subcondral e, no estado clinico da doenca, inflamacao cronica da membrana sinovial®.

Dentre as lesbes congénitas que podem afetar cdes jovens e levar a DAD estdo a
displasia®, a osteocondrite disssecante’, a ndo unido do processo anconeo® e a luxacdo
patelar®.

Adicionalmente, muitas desordens musculoesqueléticas adquiridas podem culminar em
degeneracdo progressiva da cartilagem’, tais como: lesdo condral isolada, determinada por
trauma direto, que pode se estender e desencadear lesdo degenerativa; injdrias ligamentares
culminando em instabilidade articular'; presenca de fragmentos intrarticulares® e luxacdes
articulares e/ou sua reducdo também podem desencadear lesGes de ligamentos, de capsula
articular e de cartilagemg.

O manejo terapéutico da DAD em cées deve ser baseado em um protocolo que
envolve a reducdo de peso, a realizagdo de exercicios fisicos moderados e de fisioterapia,
além da administracdo de substancias antiinflamatérias, principalmente as néo esteroidais
(AINES)™.

Embora os AINES sejam indispensaveis no protocolo terapéutico, sua administracédo
nao deve ser feita de maneira prolongada, restringindo-se somente ao periodo em que o
paciente manifestar crises de dor. Tais drogas podem induzir a efeitos como ulceracéo do trato
gastrointestinal, ceratoconjuntivite seca, distirbios do sistema hematopoiético e distlrbios
renais e hepaticos'®™*?. Como a maioria desses efeitos estéo relacionados com a inibicdo da
enzima ciclooxigenase-1 e os efeitos terapéuticos associados a inibicdo da ciclooxigenase-2,
foram desenvolvidos farmacos ciclooxigenase-2 seletivos (firocoxib) e duplos inibidores (inibem
tanto a ciclooxigenase quanto a lipoxigenase, como exemplo, a tepoxalina)ls. Estes farmacos
proporcionam o controle da dor de forma rapida e possuem menor probabilidade de
desencadear efeitos colaterais graves**'>'®. Entretanto, assim como os demais AINES, 0s
antiinflamatdrios seletivos ou duplo inibidores sdo inefetivos na causa subjacente’’, podem
induzir efeitos colaterais, ainda que em menor gravidade e, portanto, devem ser administrados
com cautela para o controle das crises de dor.

Na tentativa de prevenir o surgimento de les@es, de retardar a progressao da DAD e de
reduzir o uso de AINES, varias substancias foram estudadas e classificadas como
condroprotetoras e, dentre elas, destacam-se a glucosamina e o sulfato de condroitina.

Diversos estudos destacaram o potencial dos condroprotetores em minimizar as lesées
que ocorrem durante a DAD. No entanto, sua utilizacdo € controversa, pois, mesmo diante de
resultados significativos, ainda ndo foi provado que tais substancias possam impedir ou
retardar o processo degenerativo de forma satisfatoria. Considera-se, ainda, que existem
poucas informacdes sobre o efeito destas substancias na reparacdo da cartilagem, o que
resulta em baixa credibilidade por parte dos médicos veterinarios.

Visando proporcionar maior compreensao aos médicos veterinarios sobre o mecanismo
de condroprotecdo exercido pelo sulfato de condroitina e pela glucosamina, seréo
disponibilizadas nesta revisdo informagfes sobre os processos fisioldégicos e patoldgicos que
ocorrem na cartilagem articular. Serdo esclarecidas, ainda, as caracteristicas destas
substancias se tornaram foco de estudo de diversos pesquisadores e que constituem em
ferramenta promissora na terapia da DAD em cées.

Constituicdo da cartilagem articular

A cartilagem articular € um tecido conectivo do tipo hialino, avascular, aneural e
alinfatico, projetado para absorver choque e diminuir a friccdo durante o movimento articular®.
Microscopicamente ela é formada por células denominadas condrdcitos, as quais estdo
alojadas em lacunas e circundadas por matriz extracelular, produzida por essas mesmas
células™.

A matriz extracelular é constituida por densa malha de fibras colagenas que forma uma
estrutura semelhante a uma capsula em torno das células, promovendo a elas protecéo
mecanica. O principal constituinte da matriz extracelular é a agua, a qual representa até 80%
da matriz, sendo que os solidos representam 20 a 34%, dos quais 5 a 6% sdo componentes
inorganicos (principalmente hidroxiapatita) e o restante é formado por componentes organicos
(macromoléculas de proteoglicanos e colageno)®.

A agua proporciona resisténcia tecidual, nutricdo celular e lubrificacdo articular. Além
disso, ao se difundir pelo tecido cartilaginoso, a agua movimenta o liquido sinovial através do
tecido, contribuindo para a nutricdo dos condrécitos®.

O colageno tipo Il é especifico para cartilagem e representa 90 a 98% do tecido
colageno total. As fibras colagenas proporcionam tensao e resisténcia rigidas, o que confere a
elas propriedade mecanica®.

Os proteoglicanos (Fig. 1) sdo agregados supramoleculares complexos constituidos por
um filamento central de &cido hialurénico (ou hialuronato) (Fig. 1A) associado a mdultiplos
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mondmeros por proteinas de ligagdo (Fig. 1B). Os mon6meros sao formados a partir de uma
proteina central (“backbone”) (Fig. 1C), da qual irradiam numerosas cadeias de
glicosaminoglicanos ou agrecanos. Os glicosaminoglicanos sdo formados por uma longa
cadeia de repeticdo polidimérica de sacarideos: sulfatos de condroitina (Fig. 1D) e de keratina
(Fig. 1E), sendo que o sulfato de condroitina é o0 mais abundante, compondo até 90% dos
glicosaminoglicanos®.

As cadeias hidrofilicas dos glicosaminoglicanos e seu formato ramificado os tornam
uma molécula expandida quando em solugdo aquosa permeavel. Tal caracteristica permite a
absorcdo de grande quantidade de &gua e cria o efeito de amortecimento semelhante ao de
uma esponja, de forma que quando sob presséo ocorre perda da turgidez e saida de Il'quid021.

A — ACIDO HIALURONICO

B - PROTEINA DE
LIGACAO

E — SULFATO DE KERATINA

D — SULFATO DE CONDROITINA

C - PROTEINA CENTRAL

Figura 1. Agregado supramolecular de proteoglicano. A - Filamento central de &cido hialurénico; B -
proteina de ligac&o; C - proteina central; D - sulfato de condroitina; E — Sulfato de keratina.

A organizacado dos condrécitos, a orientagcdo das fibrilas de colageno e a distribuicédo de
proteoglicanos formam uma estrutura que resiste as forcas de compressdo e de tracdo e as
transmite ao 0sso subcondral'®?*, Este absorve o impacto de cargas de forma mais eficaz que
a cartilagem, demonstrando que a integridade da cartilagem depende de suas propriedades
mecanicas®.

Manutencédo da cartilagem articular

A producdo de matriz cartilaginosa pelos condrécitos em condicdes normais é
garantida, principalmente, por sua nutricdo através do fluido sinovial**, o qual possui, ainda, a
funcdo de lubrificar as superficies deslizantes da articulacdo® e é produzido pela membrana
sinovial®*.

A manutencdo da estrutura do agrecano esta relacionada com a integridade do acido
hialurénico, uma vez que os glicosaminoglicanos se ligam as suas cadeias para dar origem aos
agregados. O acido hialurénico é sintetizado pelos condrdcitos da cartilagem articular e pelos



fibroblastos da membrana sinovial. Quando sintetizado pelos condrécitos, o acido hialurénico
se integra a matriz cartilaginosa e, quando é produzido pela membrana sinovial, ele é liberado
no liquido sinovial®®, onde esta presente em alto peso molecular e alta concentracdo®’. A
combinacéo entre alto peso molecular e a concentracdo elevada de acido hialurdnico resulta
numa solucéo altamente viscoelastica, com funcfes de lubrificacdo e de absorcdo de choque
sob altas forcas de cisalhamento®.

A sintese e manutencdo da matriz extracelular estdo, ainda, relacionadas a fatores de
crescimento, os quais estdo em niveis normalmente baixos na cartilagem adulta saudavel e séo
polipeptideos capazes de proteger a articulagdo contra os danos oriundos de movimentos
repetitivos, lesdes ou inflamagéo. A lista desses fatores de crescimento é bastante extensa, e
alguns exemplos sé@o o fator de crescimento transformador beta, as proteinas Osseas
morfogénicas e as proteinas morfogénicas derivadas da cartilagem. Embora muitos fatores
sejam denominados fatores de crescimento, alguns deles também sd@o aptos a induzir o
processo degenerativo e sao responsaveis por parte do processo catabdélico que ocorre durante
a DAD.

O desgaste fisioldgico da cartilagem também é importante para a manutencdo da
articulacdo, de forma que a pressédo, a friccdo e a carga estatica prolongadas ou ausentes
resultam em destruicdo e ossificacdo da cartlagem®. Para que este sistema funcione
adequadamente é fundamental que a cartilagem articular seja submetida a um regime
fisiolégico constante e controlado de carga e movimenta(;éoso.

Os condrdcitos também possuem atividade catabdlica caracterizada pela formacédo de
enzimas degradativas, as metaloproteinases, sendo as principais a colagenase e a
estromelisina. A primeira atua sobre as fibrilas de coldgeno para decompor o esqueleto
estrutural do colageno e a segunda desdobra tanto proteoglicanos como colageno™®.

Sob condi¢bes metabdlicas normais, as atividades anabdlicas e catabdlicas coexistem
de forma equilibrada durante a vida para manter a cartilagem saudavel'®. Assim, o sulfato de
condroitina e a glicosamina possuem um papel importante neste balanco homeostéatico por
serem fundamentais ao anabolismo dos proteoglicanos®".

Degeneracgao da cartilagem articular

A degeneracdo da cartilagem articular é caracterizada por degradacdo e perda de
cartilagem, alteragdes Osseas hipertréficas (ostedfitos), remodelacdo do osso subcondral e, no
estado clinico da doenga, inflamacao crénica da membrana sinovial®.

A inflamagdo da membrana sinovial € secundaria a liberagdo de produtos de
degradacéo da cartilagem, de fra¢cdes da membrana celular de condrdcitos, de microcristais, de
eicosandides e de citocinas no interior da cavidade sinovial®.

Foi constatado que os componentes oriundos da cartilagem e os fragmentos de
membrana dos condrécitos podem gerar respostas imunes celular e humoral®. Como
resultado, tais rea¢des autoimunes podem causar destruicdo adicional da cartilagem e liberar
mais substancias reconhecidas pelo organismo como antigenos, o que pode culminar numa
inflamac&o cronica que danifica a estrutura da cartilagem®*.

Tendo em vista que o0 o0sso subcondral desempenha papel importante no
desenvolvimento da DAD?, alguns pesquisadores criaram um modelo capaz de produzir lesdo
ao 0sso subcondral em joelho de cdes sem afetar inicialmente a cartilagem articular, fato
comprovado por imagem de ressonancia magnética35. Meses apoés a inducdo da lesédo, novas
imagens de ressonancia magnética revelaram alteracdes degenerativas na cartilagem. A
avaliacdo histolégica demonstrou perda significativa de proteoglicanos e destruicdo da
superficie articular em comparagédo com os joelhos néo lesados (controle). O estudo mostrou
claramente que as fraturas de o0sso subcondral constituem um fator que contribui para o
surgimento de futuras alteracBes degenerativas da cartilagem articular. Utilizando o mesmo
sistema de impacto, outros pesquisadores®® obtiveram, pela imunofluorescéncia, sinal intenso
de fibras colagenas tipo | nas amostras com predominio de remodelacao fibrosa e sinal muito
baixo naquelas com morfologia hialina preservada (controle). Foi constatada, ainda, diminuigdo
da expressao de fibras colagenas tipo Il e de agrecanos nas amostras degeneradas. Os
pesquisadores concluiram que a desorganizacdo da malha colagena parece levar a perda de
agrecanos.

Objetivando-se identificar 0s processos enzimaticos que culminam em danos
irreversiveis a cartilagem e aqueles necessarios a sua regeneracdo e auto-reparacdo, foi
investigada a capacidade reparativa dos condrécitos in vitro. Para tanto, avaliou-se sua
habilidade em iniciar uma resposta anabdlica subsequente a diferentes niveis de estimulagdo
catabdlica®’. A degradacdo da cartilagem foi completamente reversivel na presenca de altos
niveis de degradacdo de agrecanos mediada por agrecanase. Entretanto, apés a inducdo da
degradacéo de agrecanos e de colageno tipo Il por metaloproteinases, os condrdcitos tiveram



sua capacidade reparativa comprometida. Tal fato leva a conclusdo de que a desorganizacédo
da malha colagena pode levar a perda de agrecanos.

Outro elemento importante na fisiopatologia da DAD é a perda das propriedades
viscoelasticas do liquido sinovial devido a diminuicdo do tamanho das moléculas de éacido
hialurénico®. A viscoelasticidade diminuida do liquido sinovial aumenta a susceptibilidade da
cartilagem as lesdes por sobrecarga®®.

Percebe-se, portanto, que a etiologia da DAD ainda ndo é completamente entendida e
parece ser resultado de um sistema complexo e integrado de respostas mecénicas, biologicas,
bioquimicas, moleculares e enzimaticas, que acarretam em falha dos condrocitos na
manutencéo do balan¢co homeostatico entre a sintese e a degradacdo da matriz extracelular.
Desta maneira, ha um predominio do catabolismo sobre o anabolismo da matriz

cartilaginosa®*’.

Reparacéo da cartilagem articular

As afeccbes da cartilagem articular sdo associadas a prognéstico reservado, devido a
dificuldade de regeneracao da cartilagem hialina e a elevada probabilidade de evolucéo para
DAD, resultando em hipofuncéo da articulacdo e comprometendo o desempenho e o bem estar
do animal*.

Quando a leséo é superficial e ndo afeta o osso subcondral, os condrécitos préximos
ao defeito multiplicam-se e sintetizam nova matriz, preenchendo o defeito com tecido
semelhante a cartilagem hialina. Entretanto, uma semana apés a inducao da lesdo, a resposta
€ interrompida, pois os condrdcitos marginais entram em apoptose e o tecido neoformado
desprende-se do tecido vizinho®. Além disso, o processo de reparacdo ndo segue uma
resposta padronizada, uma vez que 0s vasos sanguineos e as células inflamatérias néo
atingem a area lesionada®*.

As lesBes que atingem o o0sso subcondral sdo reparadas com tecido fibroso,
fibrocartilaginoso ou cartilaginoso semelhante ao hialino, dependendo da espécie animal, da
idade, da localizacdo e do tamanho da lesdo®. Alguns estudos comprovam a formacdo de
tecido de reparacdo com aspecto hialino em falhas produzidas por abrasdo do 0sso
subcondral*® ou que se estenderam até o 0sso esponjoso™.

No entanto, o tecido de reparacéo difere da cartilagem normal quanto a bioquimica e a
biomecanica, mesmo quando histologicamente semelhante a cartilagem hialina.
Frequentemente, s8o observadas alteracbes degenerativas a longo prazo no tecido de
reparacdo, iniciando-se com fibrilacdo superficial e posterior formagdo de fissuras, com
diminuic&o na celularidade e perda da afinidade tintorial pela safranina-O*’.

Os defeitos osteocondrais ja cicatrizados, que se apresentarem macroscopicamente
brilhantes, lisos, firmes e em continuidade com a cartilagem adjacente, sdo chamados de
reparos biologicamente aceitaveis. Somente pela analise histolégica desses reparos € possivel
diferenciar se houve formag&o de tecido cartilaginoso hialino ou de tecido fibrocartilaginoso®®.

A busca por alternativas que possam contribuir na reparacdo ou na regeneracdo da
cartilagem articular faz com que o processo de reparacdo da cartilag]em hialina seja
amplamente descrito por varios pesquisadores. Desta forma, muitos estudos*”*°°! descrevem o
padrdo de reparacéo da cartilagem articular a partir da inducéo de defeitos osteocondrais e,
geralmente, destacam a dificuldade de regeneragéo da arquitetura hialina.

Nutracéuticos no tratamento das les@es articulares

Dentre os tratamentos propostos para reparar as lesdes articulares, os nutracéuticos
compostos principalmente de substancias condroprotetoras como sulfatos de glucosamina e
condroitina, sdo amplamente pesquisados por constituirem um método nado invasivo e com
propriedades que favorecem o metabolismo da cartilagem articular. Estas substéncias néo
estdo relacionadas a efeitos adversos significativos, sejam eles clinicos, hematolégicos ou
hemostaticos™. Entretanto, existem relatos de um possivel efeito heparindide, caracterizado
por diarréia sanguinolenta, que pode estar relacionado com administracdo por via parenteral e
a dose empregada®.

A incapacidade dos condrocitos em produzir os proteoglicanos de forma adequada
pode ser causada por uma desdiferenciacéo relacionada & idade®, concebivel por defeitos na
atividade de glicosil e/ou sulfotransferases especificas em adicionar unidades de sacarideos e
grupos sulfatados as cadeias de glicosaminoglicano em crescimento™. Alternativamente, a
baixa disponibilidade de acglcar aos condrdcitos pode levar & redugdo na producdo de
proteoglicanos e a degeneracdo da cartilagem®®, provavelmente devido por a falta de
precursores de aclcar adequados, 0os quais a célula normalmente produz sozinha para
entregar a sua propria organela produtora de proteoglicanos, o complexo de Golgi®".

A administracdo de unidades de aclcar prontas, como a glucosamina e o sulfato de



condroitina na forma de suplemento nutricional, pode ser benéfica desde que sejam fornecidos
em quantidade suficiente para serem absorvidos e alcancarem, através da corrente sanguinea
e placas terminais, a estrutura produtora de glicosaminoglicanos no complexo de Golgi dos
condrécitos®’, conferindo o efeito estimulador da sintese de proteoglicanos.

A glucosamina e o sulfato de condroitina inibem o catabolismo de proteoglicanos
induzido pela interleucina-1, através do bloqueio da clivagem enzimatica da agrecanase®, do
blogueio da liberacdo de mediadores inflamatérios (prostaglandina E2 e 6xido nitrico) e do
bloqueio de metaloproteinases®, bem como reduzindo a acdo da glucoronosiltransferase® e
inibindo a degranulacédo de neutroﬂlos

O sulfato de condroitina possw acao antiinflamatdria semelhante a da glucosamina e
pode inibir diversas proteases e citocinas prejudiciais a cartilagem que sédo secretadas por
leucécitos e condrécitos®®. Ele ainda é capaz de inibir a deplecdo de proteoglicanos da
cartilagem articular |ndu2|da por agentes que mimetizam a degeneracdo natural, como
bradicinina ou quimiopapaina®

O estado * hlpermetabollco" que ocorre no inicio da DAD é considerado uma resposta
de protecdo dos condrdcitos a deplecdo de proteoglicanos da matriz, desencadeada por
condigBes ambientais estressantes. Se esta resposta “hipermetabdlica” € uma tentativa de
reverter os resultados das condi¢cdes ambientais adversas, agentes que ampliam a resposta
anabdlica e reduzem a reposta catabdlica podem retardar a progressdo da degeneracdo da
cartllagem Os agentes naturais dotados desta habilidade s&o denominados modificadores de
resposta biolégica e tal definigdo |mpI|ca que esses agentes promovem uma defesa ao
hospedeiro contra estresses multlplos

Estudos in vivo em coelhos |nd|caram que a glucosamina e o sulfato de condroitina sao
candidatos a classificacdo de agentes modificadores da DAD. Em um destes estudos, dieta
suplementada com glucosamina e sulfato de condroitina proporcionou preservacédo da matriz e
retardo na progressdo de alteracbes degenerativas da cartilagem de coelhos com DAD
induzida por modelo de instabilidade. Tal achado caracterizou uma resposta benéfica atribuida
ao efeito dessas substancias sobre os condrécitos de articulagdes danificadas®®. Em outro
estudo, os animais foram submetidos a injecBes intrarticulares de quimiopapaina e,
posteriormente, receberam a glucosamina. Os resultados demonstraram aumento do contetido
de proteoglicanos na cartilagem desses animais, mas nenhum efeito em tecidos normais. Ou
seja, aqueles animais que nao receberam a injecdo de qwmlopapama a administracao de
glucosamina ndo promoveu aumento do contetdo de proteoglicanos””. " Em outro estudo®
coelhos foram previamente tratados com sulfato de condroitina, para em seguida submeter
esses mesmos animais a injegdo intrarticular de quimiopapaina. Os resultados também
mostraram aumento no conteddo de proteoglicanos na cartilagem desses animais. Estes
achados indicam que a suplementacdo nutricional ndo tem efeito aparente sobre o
metabolismo da cartilagem normal®®, o que pode sugerir um tropismo dos agentes pela
cartilagem em seu estado reativo®

Simulacdes in vitro do estresse que ocorre in vivo foram realizadas para explorar a
relagdo entre o estresse articular e as atividades do sulfato de condroitina e glucosamina e,
ainda, para testar a hipotese de que estes agentes atuam intensificando a protecdo celular
iniciada por condi¢gbes ambientais adversas®. Foram analisadas as atividades sintética e
anticatabdlica de cartilagem articular bovina sobre condi¢fes isoladas de deplecdo de matriz,
estresse térmico, compressado mecanica e estresse por citocinas. Constatou-se que a resposta
da cartilagem as simulacdes estressantes varia de acordo com o tipo de adversidade e com a
idade do animal, sendo que a resposta metabdlica da cartilagem de animais velhos é
significativamente maior do que a de tecido de animal jovem ou que ndo passou por estresse. A
deplecédo induzida da matriz e o0 estresse mecénico provocaram aumento na sintese de
proteoglicanos, de forma que a posterior exposicdo a glucosamina e ao sulfato de condroitina
aumentou ainda mais a resposta ao estresse. J4 o choque térmico e o estresse por citocinas
provocaram reduc¢do na atividade sintética, a qual foi revertida ou normalizada pela exposi¢édo
posterior a glucosamina e ao sulfato de condroitina. O pesquisador concluiu que hid um
aumento na resposta metabdlica que caracteriza uma acdo de protecdo por parte dos
condrdcitos, e que, por isto, a glucosamina e o sulfato de condroitina podem melhorar a
habilidade de reparagdo e regeneracdo destas células, sustentando a hipétese de que tais
compostos funcionam como modificadores de resposta biolégica, uma vez que podem
estimular a resposta natural de protecéo dos tecidos contra as condi¢cdes ambientais adversas.

Estudos farmacocinéticos realizados em animais e humanos mostraram que 70% do
sulfato de condroitina é absorvido quando administrado pela via oral® e que sua
biodisponibilidade absoluta (quantidade da formula farmacéutica que efetivamente chega a
circulacdo sistémica) esta por volta de 5 a 15%". Esta substancia é administrada com um Peso
molecular relativamente baixo, 0o que é importante para sua absor¢do intestinal’’, e
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posteriormente é despolimerizada, mas ndo totalmente degradada’®. Os picos plasmaticos do
sulfato de condroitina ocorrem entre duas e cinco horas apds a ingestdo de uma Unica dose,
sendo que apds a ingestdo de doses multiplas foi encontrado acumulo significativo da
substancia’.

A glucosamina por sua vez é melhor absorvida, aproximadamente em 90%,
proporcionando biodisponibilidade absoluta de 12 a 44%'*, de forma que é parcialmente
degradada e persistentemente incorporada & cartilagem articular’.

Testes in vitro confirmaram que a glucosamina e o sulfato de condroitina exdgenos
(radioativamente marcados) séo utilizados pelos na sintese da matriz extracelular™®. Portanto, a
administracdo de glucosamina, em quantidade suficiente, pode impulsionar a sintese de
glicosaminoglicanos em condrécitos degenerados se a glucosamina enddgena for um fator
limitante®” e/ou se a glicosiltransferase estiver em baixos niveis®®. Além disso, o sulfato de
condroitina, com grupos sulfatados jA anexados, pode ajudar a restaurar a sulfatacdo de
glicosaminoglicanos degenerados, desde que suas unidades de N-acetilgalactosamina-sulfato
sejam liberadas na célula e, em seguida, sirvam como substrato para a glicosiltransferase no
complexo de Golgi®".

Alguns estudos referem que a combinagdo de glucosamina e sulfato de condroitina é
mais efetiva do que seu uso isolado em modelos experimentais de DAD®*">" permitindo
reduzir o uso de antiinflamatorios ndo esteroidais em pacientes acometidos por esta doenca,
enguanto que outros trabalhos referem que tais substancias, sozinhas ou combinadas, n&o séo
capazes de reduzir a dor de forma eficiente’’.

Muitos dos ensaios experimentais se baseiam na administracdo de nutracéuticos no
tratamento da DAD do joelho, no entanto, a degeneracgéo da cartilagem de outras articulacdes
tem ganhado muita atencdo, como comprova um relato de suplementagdo oral com
glucosamina e sulfato de condroitina no tratamento de degeneracéo de disco intervertebral em
um paciente humano®’. Os autores sugeriram no relato que a suplementacdo nutricional
durante dois anos melhorou gradualmente os sinais observados por ressonancia magnética do
disco intervertebral; entretanto, afirmam que sdo necessarios mais estudos direcionados a
morfologia da cartilagem do disco intervertebral para esclarecer tais beneficios.

Desta forma, pode-se dizer que a glucosamina e o sulfato de condroitina administrados
pela via oral podem passar pelo trato gastrointestinal e alcangar a cartilagem articular. Estas
substancias g)odem, ainda, atingir os discos intervertebrais e fornecer efeitos condroprotetor e
regenerativo”’.

Embora o potencial destas substéncias como ferramenta terapéutica no controle da
DAD tenha sido comprovado em varios estudos, outros ensaios clinicos ndo comprovaram sua
eficacia no alivio dos sinais clinicos’®"°.

Por isso, a utilizacdo de sulfato de condrotina e glucosamina no controle da DAD é
discutivel, ja que ainda ndo se conseguiu impedir ou retardar o processo degenerativo de
maneira satisfatéria®®. Além disso, publicacbes recentes questionam sua eficacia como
nutracéuticos condroprotetores e referem que estes produtos tém, na melhor das hipéteses, um
efeito minimo no controle da dor, na melhora na funcdo dos membros e no retardo na
progressdo dos sinais radiograficos da DAD®. Os mesmos estudos alegam, ainda, que as
pesquisas que relatam melhora nos sintomas da DAD com tais substéncias envolvem
geralmente uma metodologia com poucos animais e que a avaliacdo da dor pode ser de
carater subjetivo.

Deve-se levar em consideragdo que tanto a possibilidade de efeitos benéficos quanto a
de colaterais ndo devem ser extrapoladas para qualquer formulagdo de nutracéutico
condroprotetor, visto que os estudos envolvem formula¢des ndo padronizadas, onde no existe
garantia sobre a composicao, farmacocinética e farmacodinamina’.

Neste contexto, diversas pesquisas cada vez mais aprofundadas estdo sendo
desenvolvidas na tentativa de que se consiga fazer com que o potencial destas substancias
seja desenvolvido quando administradas na forma de nutracéutico, pois até o momento, 0s
pesquisadores concordam em relacdo a importancia do sulfato de condroitina e glucosamina
na manutencdo da estrutura dos proteoglicanos, porém sua eficiéncia no retardo ou prevengédo
da DAD é controversa.

CONSIDERACOES FINAIS

Com base nas informacdes desta revisdo bibliogréafica sobre os aspectos fisiologicos e
patolégicos que ocorrem na cartilagem articular, pode-se concluir que os nutracéuticos a base
de sulfato de condroitina e glucosamina possuem propriedades que refletem ferramentas
potenciais para o tratamento da DAD com menores efeitos adversos, ou até mesmo livre deles,
em comparacao ao uso de AINES.

Diversos estudos clinicos, farmacolégicos e moleculares estdo sendo realizados por
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muitos pesquisadores com resultados significativos. No entanto, até o0 momento, o que se pode
afirmar é que o sulfato de condroitina e a glucosamina, na forma de nutracéutico, podem atingir
a cartilagem articular, mas o seu efeito no alivio dos sintomas da DAD é questionavel.

Assim, os resultados dos estudos impulsionam o desenvolvimento de pesquisas cada
vez mais especificas, na tentativa de que estas substancias futuramente deixem de ser
paliativas e possam de fato deter o processo degenerativo das articulagbes de forma mais
satisfatoria, ou até mesmo induzir a regeneracdo da cartilagem, propiciando maior confianga
aos médicos veterindrios, melhor qualidade de vida aos animais e maior satisfacdo aos
proprietarios.
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RESUMO

Dentre os tratamentos propostos para reparar as lesoes da doenga articular degenerativa
(DAD), os nutracéuticos compostos de substancias condroprotetoras, como glucosamina
e sulfato de condroitina, sdo amplamente pesquisados por constituirem terapia nao
invasiva e com propriedades que favorecem a cartilagem. Como sdo muito utilizados no
controle da DAD em humanos, foram disponibilizados para uso veterinario. No entanto,
diferente do que ocorre com produtos humanos, que possuem certificagio da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), os nutrac€uticos condroprotetores
veterindrios possuem em seu rotulo somente o registro do Servigo de Inspecdo Federal —
SIF, que inspeciona o modo de fabricacdo, mas ndo exige testes de eficacia e seguranca.

A auséncia destes testes exigidos pelo Ministério da Agricultura para comprovagao da
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eficacia e seguranca de medicamentos veterindrios e a caréncia de estudos cientificos
que comprovem seus beneficios, geram duvidas quanto a eficiéncia das varias
concentragdes das substancias ativas disponiveis e resguarda a administragdo destes
produtos aos animais na forma de suplemento nutricional de comercializacdo
independente de prescri¢dao. Neste contexto, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia
de um nutracéutico condroprotetor veterinario, a base de sulfato de condroitina e
glucosamina, na reparagdo de defeitos osteocondrais no condilo femoral lateral de caes,
por meio de andlises clinica e radiografica. Os resultados mostraram que o produto, na
dosagem, formulacao e periodo de administragdo utilizados, ndo proporcionou melhora
dos sinais clinicos e ndo influenciou radiograficamente no processo de reparacdo dos
defeitos, visto que os grupos tratado e controle apresentaram aspectos radiograficos
1dénticos ao término dos tratamentos.

Palavras chave: Doenga articular degenerativa, osteoartrite, condroprotetor, sulfato de

condroitina, glicosamina, cao.

ABSTRACT

GLUCOSAMINE AND CHONDROITIN SULFATE IN THE REPAIR OF
EXPERIMENTAL OSTEOCHONDRAL DEFECTS IN DOGS - CLINICAL AND
RADIOGRAPHIC ANALYSIS

Among the proposed treatments to repair lesions of degenerative joint disease (DJD),
nutraceutical composed by chondroprotective substances, such as glucosamine and
chondroitin sulfate, are widely studied because they constitute a non-invasive theraphy
with properties that promotes cartilage metabolism. Once widely used in the control of
DJD in human, nutraceuticals were available for veterinary use. However, unlike what
occurs with human products, which are certified by the National Agency for Sanitary

Surveillance, veterinarians chondroprotective nutraceuticals have only a label of the
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Federal Inspection Service, which oversees the manufacture of the product but does not
require testing for efficacy and safety. The lack of such tests to prove efficacy and
safety of veterinary medicines required by the Ministry of Agriculture and the lack of
scientific studies proving its benefits raises doubts about the efficiency of the
concentrations of active ingredients found in different brands, and shelter the
administration of these products in the form of nutritional supplement, with marketing
independent of prescription. In this context, the objective of this study was to evaluate
the efficacy of a commercial veterinary chondroprotective nutraceutical based on
chondroitin sulfate and glucosamine in the repair of osteochondral defects in
experimental lateral femoral condyle of dogs, through clinical and radiographic
analysis. The results showed that the nutraceutical chondroprotective, dosage,
formulation and administration period of time used did not improve clinical signs and
did not influence the repair process of the defects, since the treated and control groups
showed similar radiographic appearance at the end of the treatments.

Keywords: Degenerative joint disease, osteoarthritis, chondroprotective, chondroitin

sulfate, glucosamine, dog.

INTRODUCAO

Dentre os tratamentos propostos para reparar as lesdes da doenga articular
degenerativa (DAD), os nutracéuticos compostos de substincias condroprotetoras,
como a glucosamina e o sulfato de condroitina, sdo amplamente pesquisados por
constituirem terapia ndo invasiva e por possuirem propriedades que favorecem o
metabolismo da cartilagem articular (Chard & Dieppe, 2001).

Diversos estudos demonstraram, por meio de andlises clinica e radiografica, que

os condroprotetores nutracéuticos sdo eficazes no controle da dor e no retardo da

progressdao da DAD (Reginster et al., 2001; Pavelka et al., 2002; Towheed et al., 2005).
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Entretanto, Sawtize et al. (2010) questionam a eficacia destes produtos e referem que os
beneficios de sua utiliza¢do sdo controversos.

A administragdo de condroprotetores pela via oral, na forma de nutracéutico, ¢
amplamente utilizada na medicina humana e, aliada a minimizacao dos fatores de risco
como reducdo de peso e exercicios controlados, constitui uma op¢ao terapéutica e
preventiva no tratamento da DAD nos pacientes humanos. Tais produtos destinados ao
Homem, que tém como substancias ativas principais os sulfatos de condroitina e de
glucosamina, possuem controle e certificagdo da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria — ANVISA e, portanto, passam por testes de eficacia e seguranca que sdo
exigidos pelo Ministério da Satide para medicamentos humanos.

Uma vez utilizados no controle da DAD em humanos, os nutracéuticos foram
disponibilizados para uso veterinario, principalmente para cdes idosos e¢ de racas
predispostas a DAD (Labrador, Rotweiller, Golden retrivier, Pastores, Daschund, etc.).
No entanto, os produtos disponiveis possuem em seu rotulo somente registro do Servico
de Inspecao Federal — SIF, o qual inspeciona o modo de fabrica¢do do produto, mas nao
exige os testes de eficdcia e seguranga. A caréncia destes testes exigidos pelo Ministério
da Agricultura para comprovacao da eficicia e seguranca de medicamentos veterinarios
gera mais dividas quanto a eficiéncia das variadas concentragdes das substincias ativas
disponiveis e resguarda a administracdo destes produtos aos animais na forma de
suplemento nutricional e de comercializagao independente de prescri¢do veterinaria.

Desta forma, objetivou-se com este estudo experimental avaliar, clinica e
radiograficamente, o efeito de um nutracéutico condroprotetor veterinario comercial, a
base de sulfato de condroitina e glucosamina, na reparacdo de falhas osteocondrais

provocadas experimentalmente no condilo femoral lateral de caes.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 48 cdes, sem raca definida, esqueleticamente adultos a
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confirmagdo radiografica, com peso variando entre 10 e 25 kg, provenientes do canil
experimental do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa (DVT-
UFV). Os animais selecionados foram vacinados com vacina octupla’ e previamente
tratados, em baias coletivas isoladas daquelas que passaram o periodo experimental,
com vermifugo® a base de albendazol, praziquantel e pirantel (dose unica oral de um
comprimido para cada 10 kg de peso), ivermectina’ e carrapaticida'® (fipronil pour on
na dose de Iml/10kg). Apos esse tratamento prévio, os cdes foram alojados em outras
baias coletivas, e continuaram recebendo ragdo comercial especifica para cies uma vez
ao dia e agua ad libitum.

O projeto deste estudo experimental foi enviado ao comité de ética do (DVT-
UFV) e obteve parecer favoravel, certificado pelo processo n°18/2008. As normas de
conduta para o uso de animais no ensino, pesquisa ¢ extensdo do DVT/UFV foram
rigorosamente seguidas, sob coordenacdo do médico veterinario Renato Barros
Eleotério, CRMV/SP-27971.

Os 48 animais foram distribuidos aleatoriamente entre quatro tratamentos (I, 11,
II e 1V), de acordo com o periodo de pos-operatorio e contendo cada um deles 12
animais. Dentro de cada tratamento, os animais foram separados em dois grupos (GI e
GII) de nimeros iguais. Os animais do GI constituiram o grupo tratado, enquanto o GII
representou o grupo controle. A Tabela 1 mostra o detalhamento dos tratamentos e

grupos experimentais.

7 Imuno-Vet® — BioVet — Vargem Grande Paulista — SP - Brasil
¥ Rico Composto® - Ouro-Fino — Cravinhos — SP - Brasil

? Ivomec” — Merial — Campinas — MG - Brasil
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Tabela 1. Detalhamento dos grupos experimentais

Tratamento Numero de animais Periodo de observacio apds inducio da lesao
TI 12 (6 tratados e 6 controles) 15 dias
TII 12 (6 tratados e 6 controles) 30 dias
TIII 12 (6 tratados e 6 controles) 60 dias
TIV 12 (6 tratados e 6 controles) 90 dias

Para a realizagdo do procedimento cirurgico, todos os animais foram
previamente submetidos a jejum hidrico e s6lido de 12 horas. Posteriormente, foram
tranquilizados com acepromazina'' (0,1 mg/kg, via intravenosa), induzidos com
propofol'* (7 mg/kg, via intravenosa) e a mantidos com isoflurano’ diluido em 100%
de oxigénio.

Com o animal posicionado em decubito lateral esquerdo, e campo cirirgico
devidamente preparado com composto iodado e panos de campo esterilizados, foi feita
uma incisdo cutdnea curvilinea craniolateral envolvendo toda a articulagdo
femorotibiopatelar do membro direito, desde a regido da diafise femoral distal até a
regido da epifise proximal da tibia. Em seguida, foram feitas divulsdo do tecido
subcutaneo ao longo da mesma linha de incisdo cutinea e incisdo parapatelar lateral do
retindculo e capsula articular, conforme proposto por Johnson & Dunning (2005) para
desvio medial da patela e exposi¢dao do sulco troclear em caes e gatos. Desta forma, foi
possivel demarcar uma area circular, com auxilio de um punch dermatologico de 6 mm
de diametro, no condilo femoral lateral. Utilizando lamina de bisturi n° 15, a cartilagem
demarcada foi removida e, em seguida, a area foi curetada até obtencao de sangramento,
indicando ter atingido o osso subcondral e criagao de uma lesdo osteocondral (Figura 1).
A articulacdo foi lavada com solugdo fisiologica a 0,9%, a patela foi reposicionada no

sulco troclear e o procedimento foi finalizado com a sutura em padrao “X" utilizando

""" Acepran®— Univet — Sdo Paulo — SP - Brasil
> Propovan” - Cristélia — Itapira — SP - Brasil
1 Isoforine” - Cristalia — Itapira — SP - Brasil
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fio de nailon monofilamentar 3-0 para o retindculo e capsula articular e em padrao
simples continuo para tecido subcutaneo ¢ em padrdo Wolff para a pele, utilizando-se
fio de nailon monofilamentar 4-0.

Foi feita antibioticoterapia durante sete dias com enrofloxacina'®, na dose de 10
mg/kg de peso, a cada 24 horas por via oral, além de medicagdo analgésica no pds-
operatorio imediato e por mais dois dias, com 0,3 mg/kg de morfina" por via
intramuscular a cada 12 horas. Promoveu-se, ainda, a limpeza diaria da ferida cirurgica
com solucdo fisioldgica até a retirada dos pontos, que ocorreu no décimo dia apds a

intervengao cirurgica.

Figura 1. Fotografia de condilo femoral lateral direito de cdo apos a criagao de lesdo
osteocondral. Notar lesdo circular sem cartilagem e contendo sangue proveniente do
osso subcondral (seta).

O nutracéutico condroprotetor utilizado possuia apresentagdo em tabletes
palataveis, contendo cada um deles 200 mg de sulfato de condroitina, 300 mg de
glucosamina, 24 mg de palatabilizante e 1200 mg de veiculo g.s.p. Conforme as
recomendacoes do fabricante, foi administrado um tablete a cada 24 horas aos caes com
até 10 kg, dois tabletes aos caes com 11 a 20 kg e 4 tabletes aos caes com 21 a 30 kg de

peso corporal. Todos os animais pertencentes ao GI receberam o nutracéutico

" Enrofloxacin® - Biovet — Vargem Grande Pay]ulista — SP - Brasil
'’ Dimorf” - Cristélia — Itapira — SP - Brasil
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diariamente, a partir do primeiro dia de pds operatdrio e até completar o periodo do
tratamento.

Para a avaliagdo clinica, os animais foram observados diariamente nos 15
primeiros dias apos a cirurgia e, posteriormente, uma vez a cada sete dias, até completar
o periodo de observagdo de cada grupo. Foram avaliados, por um mesmo avaliador, o
grau da claudicagdo, a dor, o edema e a presenc¢a da infeccao da ferida cirurgica (quando
presentes secre¢do purulenta e/ou deiscéncia da sutura). O grau da claudicagdo na
marcha foi avaliado conforme proposto por Sena (2006): grau 0 ( sem claudicacdo);
grau 1 (apoio do membro com presenga de claudicagdo) ou grau 2 (auséncia de apoio).

Para se avaliar a dor e o desconforto, a area operada foi manipulada e a dor
classificada em: grau O (nenhuma manifestagdo dolorosa); grau 1 (manifestagdo
dolorosa durante palpagdo da articulacdo); grau 2 (manifestacdo dolorosa durante
movimentagdo da articulacdo) ou grau 3 (manifestacdo dolorosa durante a palpagdo e
movimentagao da articulagdo).

A circunferéncia da regido da articulagdo operada foi medida com auxilio de fita
métrica, para determinar se houve mudanca no volume da articulacdo. Este pardmetro
também foi medido antes da cirurgia e ao final do periodo de observagdo em ambos os
membros.

Para a avaliagdo radiografica, foram obtidas radiografias da articulagdo fémoro-
tibio patelar nos planos de incidéncia mediolateral, craniocaudal e tangencial (“sky-
line”). A técnica radiografica foi padronizada quanto a distancia do aparelho ao filme,
quilovoltagem e tempo de exposi¢ao para cada animal.

Com excecdo das radiografias do pds-operatério imediato, que foram obtidas
com o animal ainda anestesiado, todos os outros exames radiograficos foram realizados
com os animais sedados com acepromazina (0,1 mk/kg, via intravenosa) anteriormente

o procedimento cirtrgico e depois conforme o agrupamento dos animais: TI - exame
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radiografico aos 15 dias apos a cirurgia; TII - exame radiografico aos 15 e aos 30 dias
apos a cirurgia; TIII - exame radiografico aos 15, 30 e 60 dias apds a cirurgia; TIV -
exame radiografico aos 15, 30, 60 ¢ 90 dias apds a cirurgia.

As radiografias foram analisadas observando-se a radiopacidade do defeito em
comparagdo com a do tecido normal adjacente, classificando-a como menor, igual ou
maior que a radiopacidade do tecido normal. Adicionalmente, a falha foi analisada nas
radiografias quanto ao aspecto de suas bordas, no que diz respeito a regularidade (falha
circular) ou nao (falha irregular).

A claudicacdo e a dor foram avaliadas pelo teste qui quadrado. Foram
considerados nesta analise os momentos de inicio do tratamento (1° dia de pos-
operatério), o 5°, o 10° e o 15° dia de pos-operatdrio, uma vez que a variagdo destes
parametros se deu neste periodo, de forma que a partir do 15° dia a classificacdo das
variaveis era semelhante entre os grupos. A analise de variancia (ANOVA) com medidas
repetidas foi utilizada para verificar se houve alteragdo tanto do volume do membro
operado quanto do membro ndo operado. Adicionalmente, verificou-se se houve
existéncia de interacdo nos resultados do volume do membro, sendo que nas situagdes
em que no teste foi encontrado efeito de interacdo significante, foram realizadas
comparagoes multiplas através do teste de Bonferroni. No caso da variavel volume da
regido operada também ndo foi possivel realizar comparacdes através da ANOVA
considerando todos momentos da avaliagado clinica. Como a circunferéncia do membro a
partir do 15° dia de pds operatdrio tornou-se constante durante algumas avaliagdes
seguintes, optou-se por avaliar todos esses 15 momentos apenas graficamente e, para
andlise por meio de testes, foram considerados apenas 4 momentos (inicio de
tratamento, 5°, 10° ¢ 15° dia).

Para detectar se houve alteracdo da circunferéncia do membro operado entre o

inicio e ao final do tratamento, também foi utilizada a andlise de varidncia (ANOVA)
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com medidas repetidas, da mesma forma como descrito anteriormente, no entanto,
foram considerados os momentos de inicio do tratamento e de ultimo dia de avaliagao.

Foi feita ainda uma tultima andlise estatistica referente a variavel correspondente
ao volume da articulacdo femorotibiopatelar. O objetivo desta analise foi comparar a
variagdo da circunferéncia do inicio para o final do tratamento para verificar se ocorreu
alteracdo do volume da articulagdo de forma concomitante nos dois membros. O teste
estatistico utilizado foi o ndo paramétrico de Mann-Whitney, levando em consideragao
as variagoes entre os momentos de inicio do tratamento e de ultimo dia de avaliagdo,
tanto do membro operado quanto do contralateral.

Em toda a andlise estatistica realizada no presente trabalho, o valor de p maior

que 0,05 ndo foi considerado significante.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O acesso cirargico parapatelar lateral possibilitou a visibilizagdo do condilo
femoral lateral, permitindo delimitar o local exato de inducdo da lesao utilizando-se o
punch. A utilizagao da lamina de bisturi nimero 15 permitiu a excisdo do fragmento de
cartilagem anteriormente delimitado de forma satisfatdria. J4 a curetagem ndo se
mostrou um método eficaz para a finalizagdo do defeito osteocondral, uma vez que ela
deveria ser promovida até a obtengdo de sangramento e foi constatada variagdo na
quantidade de osso a ser curetado para ser observada esta hemorragia. Além disso,
notou-se que o plano anestésico influenciava diretamente na obtengdo do sangramento,
de forma que demorava-se mais a obté-lo quando o animal estava em plano anestésico
profundo, sugerindo, portanto, que o método nao foi eficaz para execugdo de defeitos
padronizados.

Com excecdo de um animal, todos que compunham o GI dos tratamentos I, II,

IIT e IV ingeriram o nutracéutico de forma forgada, o que indica que o produto nao foi
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palatavel a maioria dos cdes envolvidos no estudo. A baixa palatabilidade pode estar
relacionada ao sabor adocicado do produto, que, geralmente, desperta menos interesse
aos animais em relacdo a substancias salgadas.

Em todos os animais operados houve cicatrizagdo completa da ferida cirurgica
de forma satisfatoria e ndo foram observadas secrecao patolégica ou deiscéncia.

No TI, dor e claudicacdo foram observadas a partir do primeiro dia de pos-
operatorio, sendo que a claudicagdo foi considerada inicialmente grau 2 em trés animais
do GI e em um do GII. Nos demais animais a claudicacao foi classificada grau 1. Ao
final do tratamento, somente dois animais ainda apresentavam claudicag¢do grau 1, um
deles do GI e o outro do GII, de forma que os demais animais ndo apresentaram mais
claudicagdo (grau 0). A sensibilidade dolorosa, por sua vez, foi classificada em grau 3
no primeiro dia de pés operatdrio, e continuou nesta graduagdo para todos os animais
até o final do periodo de observacao, com exce¢do de um animal do GI que apresentou
sensibilidade grau 1. Considerando-se os momentos de inicio do tratamento, 5°, 10° e
15° dias de pds-operatorio, ndo houve diferenca significativa entre os grupos para as
variaveis claudicagdo (Tabela 2) e dor (Tabela 3), quando foi possivel calcular o teste
qui quadrado.

Em relag@o ao volume da articulacdo operada, pdde-se observar uma diminui¢ao
nos valores desta variavel de acordo com o periodo de pos-operatério, de forma que, a
partir do 12° dia, o valor da circunferéncia do membro tendeu a ficar estavel até o 15°
dia (Tabela 4). Pelo teste de ANOVA com medidas repetidas, e considerando-se apenas
os momentos de inicio do tratamento, 5°, 10° e 15° dias de pos operatorio, constatou-se
que houve diferenga significativa (p=0,01) entre os dias para o parametro avaliado
independente do grupo (Tabela 5). Os testes de comparagdes multiplas, por sua vez,
revelaram que houve diferenga significativa (p=0,01) apenas entre o inicio do

tratamento e o 15° dia de pos-operatdrio (Tabela 6), sendo que no inicio do tratamento o
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valor da circunferéncia da articulagdo operada foi maior, independente do grupo

estudado.
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Tabela 2. Valores dos escores de funcionalidade do membro (0 - sem claudicagdo; 1 - apoio do membro com presenca de claudicagao;
2 - auséncia de apoio), obtidos dos grupos tratado e controle de TI, TII, TIII e TIV, em fungdo dos momentos de inicio do tratamento,
5°,10° e 15* dias de pos-operatorio

Grupo
Tratamento Dia Claudicacido GI GII Valor de p
n % n %o
Inicio do 1 4 66,7% 4 66,7% s
tratamento
2 2 33,3% 2 33,3%
0 2 33,3% - -
5° dia 1 3 50.0% 6 100.0% 0,50
TI 2 1 16,7% - -
10° di 0 3 50,0% 3 50,0% o
ia
1 3 50,0% 3 50,0%
15 di 0 5 83,3% 5 83,3% I
ia
1 1 16,7% 1 16,7%
0 - - 1 16,7%
Inicio do 027
tratamento 1 5 83,3% 5 83,3% ;
2 1 16,7% . -
4 0 - - 2 33,3% 0.45
° dia X
TII 1 6 100,0% 4 66,70%
10° di 0 1 16,7% 3 50,0% 0.2
ia B
1 5 83,30% 3 50,0%
0 3 50,0% 5 83,3%
15° dia 1 2 333% 1 16,7% 0,22
2 1 16,70% . ;
0 2 33,3% 1 16,7%
Inicio do 0.00
tratamento 1 4 66,7% 2 33,3% ,
2 - - 3 50,0%
0 4 66,7% 1 16,7%
- 5" dia 1 2 333% 4 66,7% 0,09
2 - - 1 16,7%
0 d 0 5 83,3% 4 66,7% 0.99
° dia >0,
1 1 16,7% 2 33,3%
0 6 100,0% 5 83,3%
15° dia >0,99
1 - - 1 16,7%
0 1 16,7% 1 16,7%
Inicio do 0.19
tratamento 1 2 33,3% 5 83,3% .
2 3 50,0% - -
sd 0 3 50,0% 3 50,0% ok
° dia
1 3 50,0% 3 50,0%
TIV 10° dia 0 4 66,7% 3 50,0% 0.56
1 2 33,3% 3 50,0%
15° dia 0 4 66,7% 5 83,3% 0.50
1 2 33,3% 1 16,7%

Nao houve diferenca significativa entre os grupos durante os dias observados (p>0,05), pelo teste qui-quadrado;

n: nimero de animais referente ao grau de claudicag@o dentro de cada grupo;

%: porcentagem de animais referente ao grau de claudicag¢@o dentro de cada grupo;

***impossivel calcular o teste qui quadrado (GI e GII possuem niimero igual de animais com o mesmo escore de funcionalidade do
membro).

29



Tabela 3. Valores dos escores de sensibilidade dolorosa (0 - nenhuma manifestagdo dolorosa; 1 - manifestagdo dolorosa durante palpacao
da articulagdo; 2 - manifestagdo dolorosa durante movimentagdo da articulagdo; 3 - manifestagdo dolorosa durante a palpagdo e
movimentacdo da articulagdo), obtidos dos grupos tratado e controle de TI, TII, TIII e TIV, em fun¢do dos momentos de inicio do
tratamento, 5°, 10° e 15 dias de pos-operatorio

Grupo
Valor de p
Tratamento Dia Dor Gl GII
n % n %
Inicio do 3 6 100,0% 6 100,0% ok
tratamento
5° dia 3 6 100,0% 6 100,0% Hkk
1 1 16,7% - -
TI 10° dia 0,5
3 5 83,3% 6 100,0%
1 1 16,7% - -
15° dia 0,5
3 5 83,3% 6 100,0%
Inicio do
3 6 100,0% 6 100,0% HkK
tratamento
5° dia 3 6 100,0% 6 100,0% Hkk
™ 1 - - 1 16,7%
10° dia 0,54
3 6 100,0% 5 83,3%
1 - - 2 33,3%
15° dia 0,22
3 6 100,0% 4 66,7%
Inicio do 3 6 100,0% 6 100,0% ok
tratamento
5° dia 3 6 100,0% 6 100,0% kK
THI 1 1 16,7% - -
10° dia >0,99
3 5 83,3% 6 100,0%
1 3 50,0% 1 16,7%
15° dia 0,54
3 3 50,0% 5 83,3%
Inicio d 1 - - 1 16,7%
nicio do
tratamento >0.99
3 6 100,0% 5 83,3%
1 2 33,3% 1 16,7%
5° dia >0,99
3 4 66,7% 5 83,3%
1 2 33,3% 1 16,7%
TIV
10° dia 2 1 16,7% - - 0,27
3 3 50,0% 5 83,3%
1 2 33,3% 1 16,7%
15° dia 2 1 16,7% - - 0,27
3 3 50,0% 5 83,3%

Nao houve diferenca significativa entre os grupos durante os dias observados (p>0,05), pelo teste qui-quadrado;

n: nimero de animais referente ao grau de claudicag@o dentro de cada grupo;

%: porcentagem de animais referente ao grau de claudicagdo dentro de cada grupo;

***impossivel calcular o teste qui quadrado (GI e GII possuem niimero igual de animais com o mesmo escore de funcionalidade do membro).
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Tabela 4. Valores médios da circunferéncia dos membros (cm), na altura da articulagdo fémoro-tibio-patelar direita, obtidos dos grupos do TI, em fun¢do do periodo de pds-operatorio

Dias
Grupo
Inicio do tratamento 2 3 4 5 6 7 g 9 10° 1° 120 130 14° 15°
Média 22,8 24 22,7 24 24 22 22 22,1 22,1 21,9 21,8 21,8 21,8 21,8 21,8
Mediana 23,0 223 23,0 22,5 22,5 22,3 223 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0 22,0
GI  Desvio 24 24 24 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 2,6 24 2,5 2,5 2,5 25 2,5
padrao
Minimo 19,5 19,0 19,0 18,5 18,5 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0
Méximo 26,0 25,5 25,5 25,5 25,5 25,0 25,0 25,0 25,0 245 24,5 245 245 245 245
Média 20,8 20,8 20,6 20,6 20,4 20,3 20,3 20,3 20,3 20,3 20,2 20,1 20,0 20,0 20,0
Mediana 20,3 20,3 20,3 20,3 20,0 20,0 20,0 20,0 19.8 19.8 19,5 19,5 19,5 19,5 19,5
g Desvio 23 23 231 231 2,44 2,29 2,21 2,21 1,83 1,75 1,78 1,63 1,67 1,67 1,67
padrio
Minimo 18,5 18,5 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18 18
Méximo 24 24 24 24 24 23,5 23,5 23,5 23 23 23 225 225 22,5 225
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Tabela 5. Valores médios da circunferéncia dos membros (cm), na altura da articulagdo fémoro-tibio-patelar direita, obtidos dos

grupos do TI, em fun¢@o dos momentos de inicio do tratamento, 5°, 10° e 15° dias de pds-operatdrio

Dias
Grupo
Inicio do tratamento 5° dia 10° dia 15° dia
Média 228 22,4 21,9 21,8
Mediana 23 22,5 22 22
GI Desvio padrio 2,36 2,58 2,42 2,46
Minimo 19,5 18,5 18 18
Maximo 26 25,5 24,5 24,5
Média 20,8 20,4 20,3 20,0
Mediana 20,25 20 19,75 19,5
GII Desvio padrio 23 2,44 1,75 1,67
Minimo 18,5 18 18 18
Miximo 24 24 23 22,5
Efeito de interacao 0,85
Valor de p Efeito de dias 0,01*
Efeito de grupo 0,26

*Houve diferenca significativa (p<0,05), pelo teste de ANOVA com medidas repetidas.

Tabela 6. Resultados dos testes de comparagdes miltiplas indicando diferenca significativa (p<0,05) nos valores médios da

circunferéncia dos membros operados do TI entre o inicio do tratamento e o 15° dia de pos-operatorio

Dia de referéncia Dia de comparacio Valor de p
Inicio do tratamento 5° dia 0,9
Inicio do tratamento 10° dia 0,05
Inicio do tratamento 15° dia 0,01

5° dia 10° dia >0,999
5° dia 15° dia 0,35
10° dia 15° dia >0,999

Considerando-se apenas os momentos de pré-operatorio e de ultima avaliagdo

clinica do TI, o volume do membro esquerdo (ndo operado) de ambos os grupos nao

sofreu nenhuma variacao, diferente do que ocorreu com o membro contralateral

(Tabelas 7 e 8). No entanto, a variagdo que ocorreu nos membros operados de GI e GII

foram estatisticamente iguais (p=0,06), pelo teste nao paramérico de Mann-whitney.
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Tabela 7. Valores médios da circunferéncia (cm) dos membros direito (operado) e esquerdo (ndo operado), na altura das articulagdes
fémoro-tibio-patelar, obtidos dos grupos do TI, no periodo pré-operatorio e na ultima avalia¢do clinica

Dia
Grupo Antes da cirurgia Ultima avaliago
Membro operado Membro niio operado Membro operado  Membro nio operado

Média 20 20 21,83 20
Mediana 19,75 19,75 22 19,75

GI Desvio padrao 2,47 2,47 2,46 2,47
Minimo 17 17 18 17
Maximo 235 23,5 245 235
Média 18,08 18,42 20 18,42
Mediana 17,75 18,5 19,5 18,5

GII Desvio padrao 1,88 1,72 1,67 1,72
Minimo 16 16 18 16
Maximo 20,5 20,5 22,5 20,5

Tabela 8. Valores médios da variagdo do volume da circunferéncia (cm) dos membros direito (operado) e esquerdo (ndo operado),
na altura das articulagdes fémoro-tibio-patelar, obtidos dos grupos do TI, no periodo pré-operatorio e na ultima avaliagio clinica

Grupo Variacdo na circunferéncia do membro operado Variacao na circunferéncia do membro néo operado
Média 1,83 0
Mediana 1,75 0

GI Desvio padrio 0,82 0
Minimo 1 0
Maiximo 3 0
Média 1,92 0
Mediana 2 0

GII Desvio padrio 0,66 0
Minimo 1 0
Miximo 3 0

No TII, com excec¢do de um animal do GII que ndo manifestou claudicagdo (grau
0), todos os outros animais manifestaram claudicacdo grau 1 e sensibilidade dolorosa
grau 3 a partir do primeiro dia de poés-operatério. A evolugdo da claudicagdo foi
semelhante para ambos os grupos, de forma que dois animais do GI e um do GII
permaneceram com claudicagdo grau 3 ao final do tratamento, e os demais animais
foram classificados em grau 0 de claudicagdo. A sensibilidade dolorosa permaneceu
grau 3 em cinco animais do G1, sendo que o outro animal deste grupo ndo apresentou
sinais de dor (grau 0) ao final do tratamento. No G2, a sensibilidade dolorosa ao final do
tratamento foi classificada grau 3 em dois animais, grau 1 em outros dois ¢ grau 0 nos

demais integrantes do grupo. Considerando-se os momentos de inicio do tratamento, 5°,
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10° e 15 dias de pos-operatdrio, ndo houve diferenca significativa entre os grupos para
as variaveis claudicagdo (Tabela 2) e dor (Tabela 3), quando foi possivel calcular o teste
qui quadrado. Foram observadas pequenas alteragdes durante os 15 primeiros dias do
periodo de pos-operatorio no volume da articulacdo operada (Tabela 9). No entanto,
pelo teste de ANOVA com medidas repetidas, e, considerando-se apenas os momentos
de inicio do tratamento, 5°, 10° e 15° dias de pos operatdrio, constatou-se que nao houve
diferenga significativa (p>0,05) entre os dias, € nem entre os grupos, para o parametro
avaliado (Tabela 10).

Assim como em TI, embora tenha ocorrido alteragdo no volume do membro
operado dos animais do TII entre os momentos de pré-operatdrio e de ultima avaliagao
clinica (Tabelas 11 e 12), o teste de Mann-Whitney evidenciou que a variagdo nao foi
significativa entre GI e GII. Quanto ao membro esquerdo (ndo operado), constatou-se
que sua medida a altura da articulagdo fémoro-tibio-patelar ndo sofreu nenhuma
varia¢do durante o periodo de tratamento em ambos os grupos, diferente do que ocorreu

com o membro contralateral (Tabelas 11 e 12).
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Tabela 9. Valores médios da circunferéncia dos membros (cm), na altura da articulagdo fémoro-tibio-patelar direita, obtidos dos grupos do TII, em fungéo dos 15 primeiros dias do periodo de pos-operatorio

Dias
Grupo
Inicio do tratamento 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8° 9° 10° 11° 12° 13° 14° 15°
Média 21,6 21,6 21,4 21,4 21,4 21,8 21,5 21,5 21,5 21,4 214 21,7 21,7 21,8 21,8
Mediana 21,8 21,8 21,5 21,5 21,5 22,0 21,3 21,3 213 21,3 21,3 21,3 21,3 21,3 21,0
GI Desvi~0 2.1 2.1 2,1 2,1 2,1 2,7 2,7 2,7 2,7 2,6 2,6 2,8 2,8 3,0 3,0
padrio
Minimo 18 18 18 18 18 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5
Maximo 244 24,5 24,5 24,5 24,5 26 26 26 26 25,5 25,5 25,5 25,5 25,5 25,5
Média 21,7 21,8 21,7 213 21,3 21,2 21,1 21,1 21,1 19,3 20,8 20,8 20,7 20,5 19,6
Mediana 21,5 21,5 21,5 21,5 21,5 21,3 21,3 21,3 21,3 19,0 20,8 20,5 20,5 20,0 20,0
G Desvie 2,7 2,6 25 3.0 3.0 3,1 3.0 3.0 3,0 24 3.2 3,1 33 33 2,1
padrao
Minimo 18,5 19 19 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5 17,5 16 17,5 17,5 17 17 16,5
Maximo 26 26 26 26 26 26 26 26 26 22 26 26 26 26 22




Tabela 10. Valores médios da circunferéncia dos membros operados(cm), na altura da articulagdo fémoro-tibio-patelar direita,

obtidos dos grupos do TII, em fun¢@o dos momentos de inicio do tratamento, 5°, 10° e 15° dias de pds-operatdrio

Dias
Grupo
Inicio do tratamento 5° 10° 15°
Média 21,6 21,4 21,4 21,8
Mediana 21,8 21,5 21,3 21,0
GI Desvio padrio 2.1 2,1 2,6 3,0
Minimo 18 18 17,5 17,5
Maiximo 244 24,5 25,5 25,5
Média 21,7 21,3 19,3 19,6
Mediana 21,5 21,5 19,0 20,0
GII Desvio padrio 2,7 3,0 2.4 2,1
Minimo 18,5 17,5 16 16,5
Miximo 26 26 22 22
Efeito de interacao 0.09
Valor de p Efeito de dias 0.11
Efeito de grupo 0.55

Nao houve diferenca significativa (p>0,05), pelo teste de ANOVA com medidas repetidas.

Assim como em TI e TII, embora tenha ocorrido alteragdo no volume do

membro operado dos animais do TIII entre os momentos de pré-operatdrio e de ultima

avaliacdo clinica (Tabs. 13 e 14), o teste de Mann-Whitney evidenciou que a variagdo

nio foi significativa entre GI e GII. Quanto ao membro esquerdo (ndo operado),

constatou-se que sua medida a altura da articulacdo femorotibiopatelar ndo sofreu

nenhuma variagdo durante o periodo de tratamento em ambos os grupos, diferentemente

do que ocorreu com o membro contralateral (Tabs. 13 e 14).

36



Tabela 11. Valores médios da circunferéncia (cm) dos membros direito (operado) e esquerdo (ndo operado), na altura das
articulagdes fémoro-tibio-patelar, obtidos dos grupos do TII, no periodo pré-operatdrio e na ultima avaliagdo clinica

Dia
Grupo Antes da cirurgia Ultima avaliagio
Membro operado Membro nio operado Membro operado Membro nio operado

Média 19,5 19,5 21,17 19,5
Mediana 19,5 19,5 21 19,5

GI Desvio padrio 2,26 2,26 2,27 2,26
Minimo 16 16 17,5 16
Miximo 23 23 24 23
Média 19 19 20,33 19
Mediana 18,25 18,25 20 18,25

GII Desvio padrao 3,05 3,05 3,46 3,05
Minimo 16 16 16,5 16
Miximo 24 24 26 24

Tabela 12. Valores médios da variagdo do volume da circunferéncia (cm) dos membros direito (operado) e esquerdo (ndo operado),
na altura das articulagdes fémoro-tibio-patelar, obtidos dos grupos do TII, no periodo pré-operatorio e na tltima avaliagdo clinica

Grupo Variacdo na circunferéncia do membro operado Variacdo na circunferéncia do membro nio operado
Média 1,67 0
Mediana 1,5 0

GI Desvio padrio 0,68 0
Minimo 1 0
Maximo 3 0
Média 1,33 0
Mediana 1,25 0

GII Desvio padrao 0,61 0
Minimo 0,5 0
Maximo 2 0

No TIII, ao primeiro dia de pos-operatorio, trés animais do GII manifestaram
claudicacao grau 2, enquanto para os demais este parametro foi classificado grau 1. Ao
final do tratamento, nenhum dos 12 animais do TIII manifestou claudicacao (grau 0) ao
exame clinico. A sensibilidade dolorosa foi classificada em grau 3 no primeiro dia de
poés-operatorio em todos os animais. Ao final do tratamento, dois animais do GI
permaneceram com sensibilidade dolorosa grau 3, enquanto os outros quatro nio
manifestaram mais sensibilidade dolorosa (grau 0). No GII, por sua vez, um animal
permaneceu com sensibilidade dolorosa grau 3 e dois com grau 1, e os outros trés nao
manifestavam mais dor (grau 0) ao final do tratamento. Considerando-se os momentos

de inicio do tratamento, 5°, 10° e 15* dias de pods-operatério, ndo houve diferenca
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significativa entre os grupos para as variaveis claudicagdo (Tabela 2) e dor (Tabela 3),
quando foi possivel calcular o teste qui quadrado. O volume da articulagdo fémoro-
tibio-patelar operada tendeu a decrescer durante os 15 primeiros dias de pos-operatorio
(Tabela 13). Pelo teste de ANOVA com medidas repetidas, e, considerando-se apenas os
momentos de inicio do tratamento, 5°, 10° e 15° dias de p6s operatdrio, constatou-se que
houve diferenca significativa (p=0,006) entre os dias para o pardmetro avaliado
independentemente do grupo (Tabela 14). Os testes de comparagdes multiplas, por sua
vez, revelaram que houve diferenca significativa apenas entre o 15° dia de pos-
operatoério ¢ os momentos de inicio do tratamento (p=0,01) e 5° dia de pos-operatorio
(p=0,04) (Tabela 15), evidenciando que no 15° dia o valor da circunferéncia da
articulagdo operada ¢é, em média, menor do que nos outros dois momentos,

independentemente do grupo.
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Tabela 13. Valores médios da circunferéncia dos membros (cm), na altura da articulag@o fémoro-tibio-patelar direita, obtidos dos grupos do TIII, em fungdo do periodo de pos-operatorio

Dias
Grupo
Inicio do tratamento 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8° 9° 10° 11° 12° 13° 14° 15°
Média 21,0 21,7 21,6 21,5 213 213 213 213 212 21,2 212 21,2 212 20,8 20,5
Mediana 20,8 213 213 213 213 213 213 213 21,0 21,0 21,0 21,0 21,0 20,5 20,0
Gr  Desvio 1,82 1,25 1,32 1,14 1,08 1,08 1,08 1,08 0,98 0,98 0,98 0,98 0,98 1,13 1,22
padrio
Minimo 19 20,5 20,5 20,5 20 20 20 20 20 20 20 20 20 19,5 19,5
Miximo 24 24 24 23,5 23 23 23 23 22,5 22,5 22,5 22,5 22,5 225 225
Média 22,7 228 223 22,1 21,9 21,9 21,9 21,5 213 212 212 21,0 20,8 20,8 20,7
Mediana 228 228 21,8 21,8 21,8 21,8 21,8 21,5 213 213 213 213 21,0 21,0 21,0
GII ]::;:;‘:) 1,42 1,44 1,21 0,94 0,97 0,97 0,97 0,71 0,82 0,82 0,82 1,14 1,03 1,03 14
Minimo 21 21 21 21 21 21 21 20,5 20,5 20 20 19 19 19 18
Miximo 244 245 24 234 235 23,5 235 22,5 22,5 22 22 22 22 22 22




Tabela 14. Valores médios da circunferéncia dos membros (cm), na altura da articulagdo fémoro-tibio-patelar direita, obtidos dos

grupos do TIII, em fun¢do dos momentos de inicio do tratamento, 5°, 10° e 15° dias de pos-operatorio

Dias
Grupo
Inicio do tratamento 5° 10° 15°
Média 21,0 21,3 212 20,5
Mediana 20,8 21,3 21,0 20
GI Desvio padrao 1,82 1,08 0,98 1,22
Minimo 19 20 20 19,5
Miximo 24 23 225 225
Meédia 227 21,9 21,2 20,7
Mediana 22,75 21,75 21,25 21
GII Desvio padrio 1,42 0,97 0,82 1.4
Minimo 21 21 20 18
Miximo 24,4 23,5 22 22
Efeito de interacao 0,84
Valor de p Efeito de dias 0,006*
Efeito de grupo 0,51

*Houve diferenca significativa (p<0,05), pelo teste de ANOVA com medidas repetidas.

Tabela 15. Resultados dos testes de comparagdes multiplas indicando diferenca significativa (p<0,05) nos valores médios da
circunferéncia dos membros operados do TIII entre o 15° dia de pds-operatorio e os momentos de inicio do tratamento e 5° dia de

pos-operatorio

Dia de referéncia Dia de comparacio Valor de p
Inicio do tratamento 5° dia >0,999
Inicio do tratamento 10° dia 0,34
Inicio do tratamento 15° dia 0,01

5° dia 10° dia >0,999
5° dia 15° dia 0,04
10° dia 15° dia >0,66

Quanto ao membro esquerdo (ndo operado), constatou-se variagdo no volume a

altura da articulag¢do do joelho em ambos os grupos, considerando os momentos de pré-

operario e ultima avaliagdo clinica (Tabela 16), diferentemente do que ocorreu em TI e

TII. Pelo teste de ANOVA com medidas repetidas confirmou-se a variagdo de volume

em ambos os membros (p=0,001), tanto em GI quanto em GII (Tabela 17), de forma que

o0 membro operado apresentou aumento de volume do inicio para o final do tratamento,

enquanto o membro ndo operado manifestou reducao nos valores desta medida.
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Tabela 16. Valores médios da circunferéncia (cm) dos membros direito (operado) e esquerdo (ndo operado), na altura das
articulagdes fémoro-tibio-patelar, obtidos dos grupos do TIII, no periodo pré-operatdrio e na ultima avaliagdo clinica

Dia
Grupo Antes da cirurgia Ultima avaliacio
Membro operado Membro nio operado Membro operado Membro nio operado

Média 18,58 18,58 19,17 18,42
Mediana 18,25 18,25 19,5 18,75

GI Desvio padrio 1,77 1,77 1,66 1,88
Minimo 17 17 17 16
Miximo 21,5 21,5 21,5 21
Média 19,42 19,42 19,92 19
Mediana 19,75 19,75 20 19

GII Desvio padrao 1,07 1,07 0,66 0,55
Minimo 17,5 17,5 19 18
Maximo 20,5 20,5 21 19,5

Tabela 17. Valores médios da variagdo do volume da circunferéncia (cm) dos membros direito (operado) e esquerdo (ndo operado),
na altura das articulagdes fémoro-tibio-patelar, obtidos dos grupos do TIII, no periodo pré-operatério e na ultima avalia¢do clinica

Grupo Variacdo na circunferéncia do membro operado Varia¢fo na circunferéncia do membro néo operado
Média 0,58 -0,17
Mediana 0 -1

GI Desvio padrio 1,86 1,72
Minimo -2 -2
Maximo 3 2
Média 0,5 -0,42
Mediana 0,25 -0,5

GII Desvio padrao 0,63 0,8
Minimo 0 -1,5
Maximo 1.5 0,5
Efeito de
interacdo 0.58

Valor Efeito de 0,001*

dep
membro 0,83

Efeito de grupo

*Houve diferenca significativa (p<0,05), pelo teste de ANOVA com medidas repetidas.

No TIV, por sua vez, ao primeiro dia de pds-operatorio, trés animais do GI e um
do GII manifestaram claudicagdo grau 2; dois animais do GI e cinco do GII foram
classificados em grau 1, e o restante (um animal de cada grupo) recebeu classificacdao
grau 0. Ao final do tratamento, nenhum dos 12 animais do TIV manifestou claudicacao
(grau 0) ao exame clinico. A sensibilidade dolorosa foi classificada em grau 3 no

primeiro dia de pds-operatério em todos os animais do TIV, com excec¢do de um animal
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do GII que recebeu classificacdo grau 1. Ao final do tratamento, dois animais do GI
permaneceram com sensibilidade dolorosa, sendo que um foi classificado em grau 3 e o
outro em grau 2. No GII, por sua vez, um animal permaneceu com sensibilidade
dolorosa grau 2 e os demais ndo manifestaram mais dor (grau 0) ao final do tratamento.
Considerando-se os momentos de inicio do tratamento, 5°, 10° e 15% dias de pos-
operatério, ndo houve diferenca significativa entre os grupos para as variaveis
claudicagcdo (Tabela 2) e dor (Tabela 3), quando foi possivel calcular o teste qui
quadrado. Assim como nos tratamentos anteriores, o volume da articulagdo fémoro-
tibio-patelar operada tendeu a decrescer durante os 15 primeiros dias de pds-operatorio
(Tabela 18). Pelo teste de ANOVA com medidas repetidas, e, considerando-se apenas os
momentos de inicio do tratamento, 5°, 10° e 15° dias de pds-operatorio, constatou-se que
houve diferenca significativa (p<0,001) entre os dias para o parametro avaliado
independentemente do grupo (Tabela 19), de forma semelhante ao que ocorreu em TI e
TIII. Os testes de comparagdes multiplas, por sua vez, revelaram que houve diferenca
significativa entre o 15° dia de pos-operatdrio e os momentos de inicio do tratamento
(p<0,001), 0 5° (p<0,01) e o 10° dia e pds-operatdrio (p=0,03) (Tabela 20), evidenciando
que no 15° dia o valor da circunferéncia da articulagdo operada ¢, em média, menor do
que nos outros trés momentos, independentemente do grupo. Os testes revelaram ainda
diferenca significativa (p=0,02) entre os momentos de inicio do tratamento e 10° dia de
pos-operatorio (Tabela 20), de forma que no inicio do tratamento o valor da

circunferéncia da articulacdo operada ¢, em média, maior, independente do grupo.

42



Tabela 18. Valores médios da circunferéncia dos membros (cm), na altura da articulagdo fémoro-tibio-patelar direita, obtidos dos grupos do TIV, em fungéo do periodo de pos-operatorio

Dias
Grupo
Inicio do tratamento 2° 3° 4° 5° 6° 7° 8° 9° 10° 11° 12° 13° 14° 15°
Meédia 233 233 233 228 228 232 23,0 228 22,7 22,7 225 225 21,9 21,8 218
Mediana 233 23,0 23,0 225 225 23,0 23,0 225 225 225 225 225 22,0 22,0 218
g1 Desvio 1,08 1,08 1,08 147 147 1,72 19 1,94 1.86 1.86 1,64 1,84 18 1,72 1,67
padrio
Minimo 22 22 22 21 21 21 21 21 21 21 21 20.5 20 20 20
Miiximo 25 25 25 25 25 25 25 25 25 25 24 245 24 24 24
Meédia 224 222 21,8 223 21,9 21,8 21,9 218 214 21,2 20,8 204 204 20,3 20,3
Mediana 225 223 22,0 22,8 21,8 218 21,8 21,8 21,8 21,8 213 20,5 20,8 20,8 20,8
G Desvie L1 137 1,03 147 1,66 1,81 191 1,72 1,63 1,57 1,57 153 1,63 1,57 144
padrao
Minimo 21 20 20 20 19,5 19 19 19 19 19 19 18,5 18,5 18,5 18,5
Miiximo 24 24 23 24 24 24 24 24 23 23 23 225 225 225 22
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Tabela 19. Valores médios da circunferéncia dos membros (cm), na altura da articulagdo fémoro-tibio-patelar direita, obtidos dos

grupos do TIV, em fun¢@o dos momentos de inicio do tratamento, 5°, 10° e 15° dias de pds-operatdrio

Dias
Grupo
Inicio do tratamento 5° 10° 15°
Média 23,33 22,83 22,67 21,75
Mediana 2325 22,5 22,5 21,75
GI Desvio padrao 1,08 1,47 1,86 1,67
Minimo 22 21 21 20
Maximo 25 25 25 24
Média 22,42 21,92 21,17 20,25
Mediana 22,5 21,75 21,75 20,75
GII Desvio padrio 1,11 1,66 1,57 1,44
Minimo 21 19,5 19 18,5
Miximo 24 24 23 22
Efeito de interacio 0,6
Valor de p Efeito de dias <0,001*
Efeito de grupo 0,34

*Houve diferenca significativa (p<0,05), pelo teste de ANOVA com medidas repetidas.

Tabela 20. Resultados dos testes de comparagdes miultiplas indicando diferenga significativa (p<0,05) nos valores médios da
circunferéncia dos membros operados do TIV entre o 15° dia de pds-operatdrio e os momentos de inicio do tratamento, 5° ¢ 10° dia e
pos-operatdrio e entre os momentos de inicio do tratamento e 10° dia e pds-operatorio

Dia de referéncia Dia de comparacio Valor de p
Inicio do tratamento 5° dia 0,63
Inicio do tratamento 10° dia 0,02
Inicio do tratamento 15° dia <0,001

5° dia 10° dia 0,82
5° dia 15° dia <0,001
10° dia 15° dia 0,03

Semelhante ao que ocorreu em TIII, constatou-se redugdo da volume do membro

esquerdo (ndo operado) e aumento na do operado, em ambos os grupos do TIV,

considerando-se os momentos de pré-operatorio e ultima avaliagdo (Tabelas 21 e 22). No

entanto, a variagdo ndo foi confirmada pelo teste de ANOVA com medidas repetidas, nao

havendo diferenca significativa entre o volume dos membros operado e ndo operado,

independentemente do grupo (Tabela 22).
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Tabela 21. Valores médios da circunferéncia (cm) dos membros direito (operado) e esquerdo (ndo operado), na altura das
articulagdes fémoro-tibio-patelar, obtidos dos grupos do TIV, no periodo pré-operatorio e na ultima avaliagdo clinica

Dia
Grupo Antes da cirurgia Ultima avaliagio
Membro operado Membro nio operado Membro operado Membro nio operado
Média 19,83 19,83 21,25 20,75
Mediana 20 20 21,75 20,5
GI Desvio padrio 1,47 1,47 1,75 1,6
Minimo 17 17 18,5 18,5
Maximo 21 21 23 23
Média 19,83 18,83 19,58 18,83
Mediana 19,75 19,75 19,25 19
GII Desvio padrio 1,51 3,56 1,69 2,14
Minimo 18 12 18 16
Maximo 22 22 22 21

Tabela 22. Valores médios da variagdo do volume da circunferéncia (cm) dos membros direito (operado) e esquerdo (ndo operado),
na altura das articulagdes fémoro-tibio-patelar, obtidos dos grupos do TIV, no periodo pré-operatério e na ultima avaliagdo clinica

Grupo Variacdo na circunferéncia do membro operado  Variac¢io na circunferéncia do membro nio operado
Meédia 1,42 0,92
Mediana 1,5 0,75
GI Desvio padrio 1,24 1,5
Minimo 0 -1
Maximo 3 3
Média -0,25 0
Mediana 0 -0,5
GII Desvio padrao 0,88 3,15
Minimo -1,5 -2,5
Maiximo 1 6
Efeito de
interacao
0,56
Valordep  Efeito de 0,84
membro 0,18
Efeito de grupo

Nao houve diferenga significativa (p>0,05), pelo teste de ANOVA com medidas repetidas.

Apesar de Herontin et al. (2005) afirmar que a utilizagdo de sulfato de
condroitina e glucosamina como condroprotetores promove melhora de sintomas como
claudicacdo e dor, no presente estudo nao houve diferenca significativa entre os grupos
tratado e controle quanto aos graus de claudicagdo e sensibilidade dolorosa, o que
também foi observado por Biasi et al. (2005) no tratamento com 240 mg de sulfato de

condroitina, por via subcutdnea, em caes com joelhos instaveis e por Clegg et al. (2006)
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quando tratou osteoartrite em humanos utilizando as mesmas substancias.

A melhora na locomogdo foi verificada por Canaap et al. (1999) a partir de 12
dias de tratamento pela via oral com sulfato de condroitina e glucosamina em sinovite
induzida quimicamente na articulagdo radiocarpica de cao. Souza (1999), por sua vez,
promoveu abrasdo cartilaginosa do sulco troclear de cies e também referiu melhora na
funcdo do membro apds 15 dias de tratamento com precursores glicosaminoglicanos
administrados pela via oral. A disparidade entre os resultados deste trabalho ¢ os dados
disponiveis na literatura confirmam a suposicao de Herontin et al. (2005), de que todos
os resultados positivos associados ao tratamento com sulfato de condroitina e
glucosamina s3o obtidos a partir de preparagcdes farmacéuticas particulares nao
padronizadas, onde ndo existem garantias sobre a sua composi¢do, farmacocinética e
farmacodinamica e, portanto, os resultados ndo podem ser extrapolados para qualquer
formulagdo de condroprotetor. Além disso, a interpretagdo da sensibilidade dolorosa ¢
considerada subjetiva, o que gera mais controvérsias em relacdo aos resultados dos
tratamentos com glicosaminoglicanos.

De acordo com os resultados, percebe-se que as alteracdes no volume da
articulagdo do membro operado se manifestaram de forma semelhante nos quatro
tratamentos e, quando ocorreu diferenga significativa, elas se deram somente entre os
momentos avaliados, independentemente do grupo. Em todos os animais, o aumento de
volume a partir do primeiro dia de pos-operatdrio foi associado ao edema decorrente da
manipulagdo dos tecidos durante a cirurgia. As observagdes seguintes revelaram reducao
gradativa no volume até o 15° dia de pos-operatdrio, em virtude da evolucio do processo
de reparagdo, quando, segundo Woodard (2000), ocorre organizacdo do hematoma inicial
e formacdo do tecido de granulagdo. A partir do 15°, dia foram observadas pequenas
reducdes no valor da circunferéncia da articulacdo. No entanto, a média desta variavel ao

final dos tratamentos indica que o volume do membro operado, na maioria dos casos,
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ndo regrediu até ao valor observado no momento pré-operatério, o que pode ser
associado com o processo de cicatrizacdo e regeneragdo dos tecidos moles,
principalmente em decorréncia da manipulagdo cirtirgica da capsula articular, o que esta
de acordo com os relatos de Johnson et al. (1997) e Serrato et al. (2007).

Foi constatado diminui¢ao no volume da articulagdo ndo operada nos animais de
TIII e TIV entre o inicio e término do tratamento, entretanto, quando ocorreu diferenga
significativa, ela foi independente do grupo. Este achado pode estar associado ao maior
periodo de confinamento ao qual os animais de TIII e TIV foram submetidos para coleta
dos dados, havendo restricdo de atividade fisica e consequente redugdo do tdénus
muscular. Resultados semelhantes foram relatados por Hoelzer et al. (2004) e Serrato et
al. (2007).

A proje¢do radiografica que proporcionou menor sobreposicdo de estruturas e
melhor visibilizagdo do defeito foi a mediolateral. Também foi a projecdo de maior
facilidade de execugdo, ja que as outras necessitavam de hiperextensdo ou flexdo do
joelho, causando desconforto aos animais e dificultando a realizagdo da técnica. O
exame radiografico pré-operatério revelou que todos os animais eram adultos e ndo
apresentavam nenhuma alteragdo radiografica na articulagdo do joelho (Figura 2A).

Nas radiografias do pos-operatorio imediato de indugdo da lesdo, observou-se,
em todos os animais, uma area circular de diminui¢do de radiopacidade (grau 1) no
condilo femoral lateral. Esta alteracdo estd relacionada a curetagem do osso subcondral
com consequente substituicdo de tecido radiopaco (tecido Osseo) por tecido
radiotransparente (coagulo). A érea circular de diminuicao de radiopacidade na regido do
condilo femoral lateral observada nas radiografias do pos-operatorio imediato continuou
visivel ao término dos tratamentos (Figuras 2B, 2C, 2D, 2E e 2F), independente do
grupo.

Nao foram observadas alteracdes radiograficas compativeis com DAD em
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nenhum dos animais, contrariando as observacdes de Pearson (1971), Heffron &
Campbell (1979), Vasseur & Berry (1992) e Biasi et al. (2005), que notaram a presenga
de osteofitos, entesiofitos e erosdo do osso subcondral em cdes com DAD, que foram
mais acentuadas nos animais nao tratados com sulfato de condroitina (Biasi et al., 2005).
A discrepancia entre os dados explica-se pelo fato de que, neste estudo, optou-se por
provocar uma lesdo aguda, caracterizada pela retirada de um fragmento de cartilagem
articular, enquanto que os autores citados induziram a instabilidade articular do joelho, o
que culmina numa les3o cronica que, por sua vez, degenera progressivamente a
cartilagem e gera os sinais radiograficos compativeis com DAD.

Ressalta-se que, muitas vezes, a radiografia ndo possibilita a identificagdo de
lesdes caracteristicas de DAD (Dahlberg, 1994), principalmente em seu estagio inicial,
caracterizando este método como de baixa eficiéncia para o diagnéstico precoce da
doenga (Listrat et al., 1997; Miller & Clegg, 2011). Embora a radiografia seja um
método de baixo custo e de ampla acessibilidade pelos médicos veterindrios, sua
sensibilidade no diagndéstico da DAD ¢ inferior em comparacdo as técnicas como
artroscopia (Arias et al., 2003), tomografia computadorizada e imagem por ressonancia
magnética (Mrosek et al., 2006; Martel-Pelletier et al., 2008). Estas técnicas possibilitam
a visibilizacdo das estruturas intrarticulares sem sobreposicdo de outros tecidos, sendo
que, no caso da imagem por ressonancia magnética, ¢ possivel ainda avaliar a cartilagem
e suas possiveis fissuras de forma quantitativa ( Martel-Pelletier et al., 2008; Crema et

al., 2011).
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Figura 2. Projegdes radiograficas médio-laterais do joelho de cdes submetidos a cirurgia de indugdo de defeito osteocondral na
regido do condilo lateral femoral, para realizagdo de estudo sobre influéncia de nutracéuico condroprotetor na reparagdo da
cartilagem articular. A — Exame radiografico pré-operatdrio evidenciando padrio radiografico normal da articula¢@o do joelho; B —
Area circular de diminuigio de radiopacidade (seta) imediatamente apés ao término do procedimento cirtrgico; C — Area circular
de diminui¢do de radiopacidade (seta) aos 15 dias de pos-operatorio; D — Area circular de diminuigdo de radiopacidade (seta) aos
30 dias de pos-operatorio; E — Area circular de diminuigio de radiopacidade (seta) aos 60 dias de pos-operatorio; F — Area circular
de diminuigdo de radiopacidade (seta) aos 90 dias de pds operatdrio.

Os resultados deste estudo, portanto, suportam a afirma¢do de Wandel et al.
(2010), de que o efeito dos condroprotetores nutracéuticos no controle da dor, melhora
na funcdo dos membros e retardo dos sinais radiograficos da DAD ¢ minimo na melhor

das hipdteses.

CONCLUSOES
Com base nos resultados deste estudo e na forma em que ele foi conduzido,
conclui-se que o condroprotetor, na dosagem, formulacdo e periodo de administracao

utilizados, ndo proporcionou melhora dos sinais clinicos e ndo influenciou no processo
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de reparagdo dos defeitos osteocondrais, visto que os grupos tratado e controle

apresentaram aspecto radiografico idéntico ao término dos tratamentos.
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Sulfato de condroitina e glucosamina na reparac¢ao de defeitos osteocondrais

experimentais em cies — Analises macroscopica, histologica e morfométrica

Glucosamine and chondroitin sulfate in the repair of experimental osteochondral

defects in dogs - Macroscopic, histological and morphometric analysis

Renato Barros Eleotério'®, Andréa Pacheco Batista Borges'’, Kelly Cristine de
Sousa Pontesls, Joao Paulo Machad019, Priscila Ferreira Soareszo, Mariana Brettas
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RESUMO

As afeccdes da cartilagem articular sdo associadas a prognostico reservado, pela
dificuldade de regeneracdo e evolucdo para doenga degenerativa. Na tentativa de
prevenir lesdes e reduzir uso de antiinflamatorios ndo esteroidais, substancias como
glucosamina e sulfato de condroitina foram classificadas como condroprotetoras. Sabe-
se que tais substancias administradas pela via oral podem alcangar a cartilagem. Porém,
os detalhes bioquimicos deste processo ndo estdo completamente entendidos e novas
investigacdes sao necessarias, pois ainda nao se conseguiu retardar a degenereragao de
forma satisfatoria. Além disso, os nutracéuticos veterinarios possuem somente registro
do Servigo de Inspecdo Federal, o qual inspeciona o modo de fabricagdo, mas nao exige
testes de eficacia e seguranca. A caréncia destes testes exigidos pelo Ministério da
Agricultura para comprovacdo da eficicia e seguranga de medicamentos veterinarios
gera mais duvidas quanto a eficiéncia destes produtos. Neste contexto, objetivou-se
avaliar a eficdcia de um suplemento nutricional veterinario a base de sulfato de
condroitina e glucosamina na reparacdo de defeitos osteocondrais experimentais no
condilo lateral femoral de caes, através de analises macroscopica, histologica e
morfométrica. Os resultados mostraram que o condroprotetor, na dosagem, formulacao e
periodo de administracdo utilizados, ndo influenciou a proliferacdo de condrécitos e nem

a regeneracao da arquitetura hialina.

®Médico Veterinario. Mestrando do Departamento do Programa de Pés-graduagio em Medicina
Veterinaria, Departamento de Veterinaria (DVT), Universidade Federal de Vigosa (UFV), Vicosa, MG.
Telefone: (11) 8789-7756. Enderego eletronico: renato_ufv@hotmail.com. Autor para correspondéncia.

17 Professora de Cirurgia do DVT/UFV, Vicosa, MG.

"®Meédica Veterinaria, Doutora em Medicina Veterinaria. Professora da Unido de Ensino Superior de
Vigosa (UNIVICOSA).

1 Médico Veterinario. Doutorando do Departamento do Programa de Pés-graduagdo em Medicina
Veterinaria, DVT/UFV, Vicosa, MG.

?Graduandas em Medicina Veterinaria, DVT/UFV, Vigosa, MG.

56



Palavras chave: Doenga articular degenerativa, osteoartrite, condroprotetor, sulfato de

condroitina, glicosamina, cao.

ABSTRACT

The diseases of articular cartilage have poor prognosis due to its difficult regeneration
and great possibility of progression to degenerative disease. In an attempt to prevent
injury and reduce the use of anti-inflammatory drugs, substances such as glucosamine
and chondroitin sulfate were studied and classified as chondroprotective. It is known that
such substances administered as nutraceuticals can pass through the gastrointestinal tract
and reach the cartilage, however, more research is needed, because it is not possible yet
to stop or slow the degenerative process satisfactorily. In addition, veterinary
nutraceuticals have only record in the Federal Inspection Service, which oversees the
manufacturing but does not certify their safety and efficacy. The lack of testing required
by the Ministry of Agriculture to certify safety and efficacy of veterinary medicines
raises more doubts about the effectiveness of these products. In this context, this study
aimed to evaluate the efficacy of a veterinary nutraceutical chondroprotective based on
chondroitin sulfate and glucosamine in the repair of osteochondral defects in the femoral
condyle of dogs, through macroscopic, histology and morphology analysis. The results
showed that the chondroprotective, dosage, formulation and administration period of
time used did not influence the proliferation of chondrocytes nor the regeneration of
hyaline architecture.

Keywords: Degenerative joint disease, osteoarthritis, chondroprotective, chondroitin

sulfate, glucosamine, dog.

INTRODUCAO

As afeccdes da cartilagem articular sdo associadas a prognoéstico reservado,
devido a dificuldade de regeneragdo da cartilagem hialina e a elevada probabilidade de
evolugdo para doenga articular degenerativa (DAD), resultando em hipofuncdo da
articulagdo e comprometendo o desempenho e o bem estar do animal (OLSSON, 1993).

Na tentativa de prevenir o surgimento de lesdes, de retardar a progressao da DAD
e de reduzir o uso de antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES) no tratamento desta
doenga, diversas substancias foram estudadas e classificadas como condroprotetoras.

Os condroprotetores sdo produtos compostos por agentes semelhantes aos
componentes da matriz cartilaginosa ¢ t€ém sido muito empregados no tratamento da

DAD na medicina veterinaria. Eles possuem acdo antiinflamatéria e sdo capazes de
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reduzir a perda de proteoglicanos e colageno pela inibicdo de enzimas degradativas da
cartilagem, além de terem acdo estimulatéria sobre a sintese de proteoglicanos e
coldgeno, promovendo aumento na proliferagdo de condrdcitos e da matriz (CLARK,
1991). Tais efeitos sugerem que os condroprotetores podem ser importantes no controle
das alteragdes patologicas da cartilagem e podem complementar o tratamento da DAD
(CLARK, 1991; BIASI et al.,, 2005). Dentre as substancias com propriedades
condroprotetoras, destacam-se a glucosamina e o sulfato de condroitina (VAUGHAN-
SCOTT & TAYLOR, 1997).

Estudos farmacocinéticos realizados em animais ¢ humanos mostraram que 70%
do sulfato de condroitina ¢ absorvido quando administrado pela via oral (CONTE et al.,
1995), e que sua biodisponibilidade absoluta (quantidade da férmula farmacéutica que
efetivamente chega a circulagdo sistémica) estd em torno de 5 a 15% (ADEBOWALE et
al., 2002). Esta substancia ¢ administrada com um peso molecular relativamente baixo, o
que ¢ importante para sua absor¢ao intestinal (CONTE et al., 1995), e, posteriormente, ¢
despolimerizada, mas nao totalmente degradada (VOLPI, 2002). A glucosamina por sua
vez ¢ melhor absorvida, aproximadamente em 90%, proporcionando biodisponibilidade
absoluta de 12 a 44% (ADEBOWALE et al., 2002). A glucosamina ¢ parcialmente
degradada e persistentemente incorporada a cartilagem articular (SETNIKAR &
ROVATI, 2001).

A associagdo de glucosamina e sulfato de condroitina ¢ mais efetiva do que seu
uso isolado em modelos experimentais de DAD (OMATA, et al., 1999), sendo que os
ensaios clinicos em animais (BEREN et al., 2001) e humanos (LEFFLER et al., 1999)
indicaram que a terapia combinada ¢ efetiva e permite reduzir o uso de anitiinflamatorios
ndo esteroidais em pacientes com DAD.

Estudos in vivo em coelhos indicam que a glucosamina e o sulfato de condroitina
sdo candidatos a classificagdo de agentes modificadores da DAD. Em um destes estudos,
dieta suplementada com glucosamina e sulfato de condroitina proporcionou preservacao
da matriz e diminui¢do da progressdo de alteracdes degenerativas em coelhos com DAD
induzida por modelo de instabilidade. Tais achados caracterizaram resposta benéfica que
foi atribuida ao efeito dessas substancias. Testes in vitro confirmaram que a glucosamina
e o sulfato de condroitina exogenos (radioativamente marcados) sdo, de fato, usados
pelos condrécitos na construgdo da matriz extracelular (NOYSZEWSKI et al., 2001).
Portanto, a administragcdo de glucosamina em quantidade suficiente pode impulsionar a
sintese de glicosaminoglicanos em condrdcitos degenerados se a glucosamina endogena

for um fator limitante (OEGEMA et al., 2002) e/ou se a glicosil e/ou sulfotransferases,
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enzimas que adicionam unidades de aclcar e grupos sulfatados as cadeias de
glicosaminoglicanos em crescimento, estiverem em baixos niveis (GOUZE et al., 2001).
Adicionalmente, Blitterswijk et al. (2003) especulam que o sulfato de condroitina, com
grupos sulfatado j& anexados, pode ajudar a restaurar a sulfatagdo de
glicosaminoglicanos degenerados. Uma condicdo ¢ que suas unidades de N-
acetilgalactosamina-sulfato sejam liberadas na célula e, em seguida, sirvam como
substrato para a glicosiltransferase no complexo de Golgi, hipotese que os mesmos
autores referem necessitar de outros testes experimentais.

Pode-se dizer que a glucosamina e o sulfato de condroitina administrados pela
via oral podem passar pelo trato gastrointestinal e alcancar a cartilagem articular. No
entanto, os detalhes bioquimicos desta opgdo terapéutica ainda ndo estdo completamente
entendidos e novas investigacdes sdo necessarias (BLITTERSWIIK et al., 2003), uma
vez que ainda ndo se conseguiu impedir ou retardar o processo degenerativo de forma
satisfatoria (MELO et al., 2008a).

Além disso, diferentemente do que ocorre com os produtos humanos, que
possuem certificacdo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA), os
nutracéuticos condroprotetores veterinarios possuem em seu rotulo somente o registro do
Servico de Inspecao Federal — SIF, o qual inspeciona o modo de fabricacdo do produto,
mas ndo exige testes de eficacia e seguranca. A caréncia destes testes exigidos pelo
Ministério da Agricultura para comprovacao da eficcia e seguranga de medicamentos
veterinarios gera mais davidas quanto a eficiéncia das diferentes concentragdes das
substancias ativas encontradas nas diferentes marcas, e resguarda a administracao destes
produtos aos animais na forma de suplemento nutricional e de comercializagdo
independente de prescri¢do veterinaria.

Neste contexto, objetivou-se com este estudo experimental avaliar a eficacia de
um suplemento nutricional veterinario comercial, a base de sulfato de condroitina e
glucosamina, na reparacao de defeitos osteocondrais provocados experimentalmente no
condilo lateral femoral de caes, utilizando-se as analises macroscopica, histoldgica e

morfométrica.

MATERIAL E METODOS
Foram utilizados 48 cdes, sem raca definida, esqueleticamente adultos a
confirmagdo radiografica, com peso variando entre 10 e 25 kg, provenientes do canil

experimental do Departamento de Veterindria da Universidade Federal de Vigosa (DVT-
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UFV). Os animais selecionados foram vacinados com vacina dctupla®’ e previamente
tratados, em baias coletivas isoladas daquelas que passaram o periodo experimental, com
vermifugo® a base de albendazol, praziquantel e pirantel (dose unica oral de um
comprimido para cada 10 kg de peso), ivermectina® e carrapaticida24 (fipronil pour on
na dose de 1ml/10kg). Apos esse tratamento prévio, os caes foram alojados em outras
baias coletivas, e continuaram recebendo ragao comercial especifica para caes uma vez
ao dia e agua ad libitum.

O projeto deste estudo experimental foi enviado ao comité de ética do (DVT-
UFV) e obteve parecer favoravel, certificado pelo processo n°18/2008. As normas de
conduta para o uso de animais no ensino, pesquisa ¢ extensdo do DVT/UFV foram
rigorosamente seguidas, sob coordenagdo do médico veterinario Renato Barros
Eleotério, CRMV/SP-27971.

Os 48 animais foram distribuidos aleatoriamente entre quatro tratamentos (I, II,
IIT e 1V), de acordo com o periodo de pds-operatério e contendo cada um deles 12
animais. Dentro de cada tratamento, os animais foram separados em dois grupos (GI e
GII) de niimeros iguais. Os animais do GI constituiram o grupo tratado, enquanto o GII
representou o grupo controle. A Tabela 1 mostra o detalhamento dos tratamentos e

grupos experimentais.

Tabela 1. Detalhamento dos grupos experimentais

Tratamento Numero de animais Periodo de observacio apés indugio da lesdo
TI 12 (6 tratados e 6 controles) 15 dias
TII 12 (6 tratados e 6 controles) 30 dias
TIII 12 (6 tratados e 6 controles) 60 dias
TIV 12 (6 tratados e 6 controles) 90 dias

Para a confeccdo do defeito osteocondral, utilizou-se o acesso recomendado por
Johnson & Dunning (2005) para desvio medial da patela e exposi¢ao do sulco troclear
em caes e gatos, tornando possivel delimitar o fragmento de cartilagem, por meio de
punch de 6mm de didmetro, o qual, em seguida, foi retirado com lamina de bisturi
numero 15. Em seguida, a regido delimitada foi curetada até obteng¢do de sangramento, o

que indica ter atingido o osso subcondral e criagdo do defeito osteocondral (Figura 1),

2! Imuno-Vet®” — BioVet — Vargem Grande Paulista — SP - Brasil
22 Rico Composto” - Ouro-Fino — Cravinhos — SP - Brasil

* Ivomec” — Merial — Campinas — MG - Brasil

* Top Line®— Merial— Paulinia — SP - Brasil
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conforme as recomendacdes de Eleotério (2011)%.

Figura 1. Fotografia de condilo femoral lateral direito de cdo apos a criagdo de lesdo
osteocondral. Notar les@o circular sem cartilagem e contendo sangue proveniente do
0sso subcondral (seta).

O nutracéutico condroprotetor utilizado possuia apresentacdo em tabletes
palataveis, contendo cada um deles 200 mg de sulfato de condroitina, 300 mg de
glucosamina, 24 mg de palatabilizante ¢ 1200 mg de veiculo g.s.p. Conforme as
recomendacoes do fabricante, foi administrado um tablete a cada 24 horas aos cdes com
até 10 kg, dois tabletes aos cdes com 11 a 20 kg e 4 tabletes aos cdes com 21 a 30 kg de
peso corporal. Todos os animais pertencentes ao GI receberam o nutracéutico
diariamente, a partir do primeiro dia de pds operatério e até completar o periodo do
tratamento.

As bidpsias contendo os defeitos osteocondrais foram realizadas ao término do
periodo de observagdo de cada grupo experimental, ou seja: TI - biodpsia aos 15 dias de
pos-operatorio; TII - bidpsia aos 30 dias de pos-operatorio; TIII - biopsia aos 60 dias de
pos-operatorio; TIV - biopsia aos 90 dias de pods-operatorio. Para a obtencdo destas
amostras foi utilizado o mesmo acesso cirirgico descrito para a realizacdo do defeito
osteocondral. Com auxilio de broca trefina de 8 mm de didmetro (Figura 2A) acoplada a
micro-retifica (Figura 2B), foi delimitado um fragmento cilindrico contendo a area
lesionada. Uma vez delimitado (Figura 2C), o fragmento foi retirado (Figura 2D) por
meio de alavanca de instrumental odontologico. Durante a delimitagdo do fragmento, o

tecido foi irrigado com solugdo fisiologica 0,9% para reduzir o aquecimento da

» Comunicagio pessoal (Renato Barros Eleotério, 28 de fevereiro de 2011, Defesa de dissertagdo de
Mestrado, Departamento de Veterinaria, Universidade Federal de Vigosa).
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superficie dssea e evitar consequentes alteragdes no tecido neoformado. As amostras
contendo a regido correspondente ao defeito foram observadas macroscopicamente
quanto ao seu preenchimento (tanto em altura quanto em extensdo) e quanto ao aspecto
do tecido presente e, em seguida, foram fixadas em formol tamponado 10%, por 24
horas, e armazenadas em alcool 70%.

Para a avaliacdo histoldgica, as amostras foram descalcificadas em acido formico
10%, tamponado com citrato de soédio, em pH 4,5 e sob vicuo moderado.
Posteriormente, foram incluidas em parafina, seccionadas em fragmentos de 5 pm de
espessura e coradas pelos métodos de Hematolixilina & Eosina (HE), visando a analise
histologica em microscopio Optico. Os resultados histoldégicos obtidos foram
interpretados qualitativamente por analise descritiva, avaliando-se o padrdo de
regeneragdo tecidual com base nos graus de proliferacdo e diferenciacdo celular no

tecido cicatricial e da neoformagao cartilaginosa.

Figura 2. Procedimento de biopsia em condilo lateral femoral contendo o defeito ostreoconsral. A - Motor de micro retifica com
broca trefina acoplada; A’ — Detalhe desmostrando a broca trefina; B - Lesdo delimitada pelo equipamento de micro retifica (seta); C
- Fragmento cilindrico contendo o defeito, retirado por meio de alavanca, ja fixado em formol tamponado 10%.

A obtencdo de imagens fotograficas das amostras de todos os animais foi feita
utilizando microscopio Optico acoplado a camera digital propria para microscopia. O
procedimento foi realizado de forma padronizada, respeitando-se sempre o mesmo
aumento (400X) e as mesmas trés areas de captura de imagem, obtendo-se, portanto, trés
fotomicrografias de cada animal. A quantificag¢do do tipo de tecido e células formadas foi
possivel por meio da utilizagdo do software Image Pro Plus, o qual permitiu a insergao
de trés grades com 100 pontos de interseccdo sobre cada fotomicrografia. Para esta
analise quantitativa foram considerados somente o tipo de tecido ou célula
correspondente a cada ponto de intersec¢do da grade, sendo que no total foram
quantificados 900 pontos para cada amostra, uma vez que cada uma delas gerou trés
fotomicrografias e, em cada uma delas, colocaram-se trés grades de 100 pontos. A partir

da contagem dos 900 pontos gerou-se a porcentagem correspondente a cada tipo de
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tecido, tornando possivel submeter os dados ao teste estatistico ndo paramétrico de

Mann-Whitney a 5% de nivel de significancia.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O acesso cirargico parapatelar lateral possibilitou a visibilizagdo do condilo
femoral lateral, permitindo delimitar o local exato de inducao da lesdo utilizando-se o
punch. A utilizagdo da lamina de bisturi nimero 15 permitiu a excisdo do fragmento
cartilaginoso anteriormente delimitado de forma satisfatoria. J& a curetagem ndo se
mostrou um método eficaz para a finalizacdo do defeito osteocondral, uma vez que ela
deveria ser promovida até a obtencao de sangramento e foi constatada variacdo na
quantidade de osso a ser curetado para ser observada esta hemorragia. Além disso,
notou-se que o plano anestésico influenciava diretamente na obtencao do sangramento,
de forma que demorava-se mais a obté-lo quando o animal estava em plano anestésico
profundo, sugerindo, portanto, que o método nao foi eficaz para execucdo de defeitos
padronizados.

O método utilizado para obtencdo das bidpsias foi eficiente para avaliar o
processo de reparacdo do defeito osteocondral, no entanto, a avaliagdo da cartilagem
adjacente nao lesionada foi impossibilitada. Este fato pode ser explicado porque a broca
trefina tinha apenas 8 mm de diametro, ndo permitindo coletar um fragmento muito
maior do que os 6 mm correspondentes ao didmetro da falha osteocondral.

Durante a cirurgia para obtenc¢ao do fragmento de bidpsia, notou-se espessamento
da céapsula articular (Figura 3), associado ao processo de cicatrizagdo e regeneragao
decorrentes da manipulacao cirtrgica. Este espessamento foi visivel ao final do TI,
mantendo-se até os 90 dias de pds-operatorio.

No ato de coleta dos fragmentos dos animais do TI, observou-se que os defeitos
osteocondrais estavam macroscopicamente preenchidos por um tecido de coloragdo
rosea a avermelhada. O tecido possuia menor consisténcia do que a da cartilagem nao
lesionada ao toque digital, tanto em GI quanto em GII. Além disso, as bordas da
cartilagem adjacente ao defeito apresentaram irregularidades e fendas (Figura 4A). Ao
exame histologico, notou-se o preenchimento parcial do defeito por um tecido
conjuntivo frouxo (Figura 5A), caracterizado por fibras orientadas paralelamente a
superficie articular e infiltrado por células (Figura 5B) provenientes da medula 6ssea. Ao
fundo do defeito, observaram-se vasos sanguineos, células mesenquimais com
caracteristicas de condrocitos e numerosos osteoclastos (Figura 5C). Em um dos animais

do GII, o tecido conjuntivo apresentou um crescimento menor ¢ irregular na superficie
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(Figuras 6A e 6B). Além disso, neste mesmo animal, na regido mais profunda do defeito,
havia maior area de resquicios de osso sofrendo agdo de osteoclastos em comparacao

com os demais animais do TI (Figura 6C).

Figura 3. Fotografia de capsula articular fibrosada de cdo (seta), 15 dias ap6s o
procedimento cirurgico de indugio da lesdo osteocondral.
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Figura 4. Fotografias de aspectos macroscopicos do defeito osteocondral em condilo lateral femoral de caes. A — TL
Preenchimento por tecido roseo-avermelhado e presenga de irregularidades na periferia da lesdo (seta). B — TIIL.
Preenchimento parcial por tecido esbranquigado e presencga de irregularidade das bordas do defeito, que ocorreram
em ambos os grupos. C — TII. Animal do GI em que houve preenchimento total da area correspondente ao defeito,
onde o tecido de reparag@o esbranquigado se desenvolveu e se igualou a altura da cartilagem vizinha. Observar a
presenga da linha circular que delimita as margens do tecido de reparagdo. D — TIII. Preenchimento parcial por tecido
esbranquigado que ocorreu em ambos os grupos. E — TIII. Animal do GII em que houve preenchimento total da area
correspondente ao defeito, onde o tecido de reparagdo esbranquigado se desenvolveu e se igualou a altura da
cartilagem vizinha. F — TIII. Animal do GI que apresentou aderéncia da membrana sinovial a superficie do tecido de
reparagéo (seta). G — TIV. Preenchimento parcial por tecido esbranquicado. H — TIV. Animal do GII em que houve
preenchimento total da area correspondente ao defeito. Notar que mesmo quando houve preenchimento total, ainda
era possivel delimitar as margens do defeito (setas) ao final do tratamento.
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Figura 5. Fotomicrografias do tecido de reparagdo do defeito
osteocondral em condilo femoral lateral de cdo ao término do
TI. A - Preenchimento por tecido conjuntivo frouxo (*). H&E.
100X. B — Detalhe do tecido conjuntivo preenchendo o defeito
dos animais do TI. H&E. 200X. C — Ao fundo do defeito,
observa-se a presenca de vasos sanguineos (<), células
mesenquimais condrociticas (circulo) e osteoclastos (). H&E.
200X.

Figura 6. Fotomicrografias do tecido de reparagdo reparagdo do
defeito osteocondral em condilo femoral lateral de um dos
animais do GII ao término do TI. A - Menor crescimento do
tecido de reparagdo que aquele observado nos outros animais,
irregularidade na superficie do tecido conjuntivo frouxo (¥) e
com presenca de maior area de resquicios (circulos) de
cartilagem calcificada em comparagdo com os outros animais
do TI. H&E. 40X. B — Detalhe do crescimento que ocorreu,
particularmente, de forma mais desorganizada neste animal do
GII. H&E. 200X. C — Detalhe da regido mais profunda do
defeito, com presenca de resquicios (circulo) de cartilagem
calcificada. H&E. 200X.

Na analise macroscopica ao término do TII, observou-se preenchimento do
centro do defeito por um tecido de coloracdo esbranquicada, além da presenca de

irregularidade e fendas nas bordas da lesdo, tanto nos animais do GI quanto do GII. O
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preenchimento foi considerado parcial em ambos os grupos, uma vez que o novo tecido
ocupou o fundo do defeito, mas nao se igualou a altura da cartilagem adjacente nao
lesionada (Figura 4B). Somente em um animal do GI houve o preenchimento total da
area correspondente ao defeito, onde o tecido esbranquicado neoformado se desenvolveu
e se igualou a altura da cartilagem vizinha. Mesmo neste caso de preenchimento total
ainda foi possivel observar macroscopicamente uma linha circular que delimitava as
margens da area lesionada (Figura 4C).

Microscopicamente, foi observado que o tecido de reparagdo que preenchia os
defeitos criados nos animais do TII era constituido de fibrocartilagem (Figura 7A), cujas
fibras da matriz extracelular se distribuiam paralelamente a superficie articular (Figura
7B). Na regido correspondente ao fundo do defeito, observou-se a formagdao de osso
subcondral pela diferencia¢dao de células mesenquimais de aspecto condrocitico e grupos
isogenos proximos aos vasos sanguineos, com consequente inicio de formagdo de novo
osso subcondral (Figuras 7C e 7D). Em um animal do GI e em trés do GII, notou-se a
presenga de alteracdes degenerativas caracterizadas pela ocorréncia de fendas na

fibrocartilagem de reparacgao (Figura 8).
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Figura 7. Fotomicrografias do tecido de reparacdo do defeito osteocondral em condilo femoral lateral de cao ao término do TII. A
— Tecido de reparagao constituido de fibrocartilagem (*), que se desenvolveu na maioria dos animais do GI e do GII. H&E. 100X.
B — Detalhe em maior aumento do tecido fibrocartilaginoso demonstrado em A, evidenciando a presenga de condrdcitos
envolvidos por fibras da matriz extracelular dispostas paralelamente a superficie articular (seta). H&E. 200X. C — Formagéo de
0sso subcondral na regido préxima aos vasos sanguineos na regido mais profunda do defeito (circulos). H&E. 40X. D — Detalhe
em maior aumento do processo de neoformagdo de osso subcondral (circulo) que ocorreu de forma semelhante na maioria dos
animais do TII. H&E. 200X.

Figura 8. Fotomicrografia evidenciando presenga de fenda (seta) no tecido de reparagdo do
defeito osteoondral de caes, que ocorreu de forma semelhante em trés animais do GII e em um do
GI ao término do TII. H&E. 40X.
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Macroscopicamente, foi observado que o tecido que preenchia a falha ao término
do TIII também apresentava coloragdo esbranquicada (Figura 4D), semelhante ao
encontrado no TII. Embora ndo tendo atingido a altura da cartilagem adjacente ndo
lesionada, este tecido se apresentou com maior crescimento € com consisténcia mais
firme ao toque digital do que o observado nas bidpsias do TII, dando aspecto semelhante
ao de cartilagem hialina nas amostras do TIII. Em apenas um animal, que pertencia ao
GII, o tecido de reparacdo se desenvolveu e atingiu a altura da cartilagem adjacente, e
nele também foi possivel delimitar as margens do defeito (Figura 4E).

Ainda na andlise macroscopica, observou-se a aderéncia da membrana sinovial
ao tecido de reparacdo em um animal do GI (Figura 4F), que também foi relatada por
Souza et al. (2001) e Filgueiras (2008). Este fato esta relacionado a projecdo da
membrana sobre a lesdo, no intuito de recobrir a superficie e permitir que as células
mesenquimais invadam o tecido, promovendo a reparagao.

Embora fossem macroscopicamente semelhantes a cartilagem hialina, a anélise
histologica revelou que os defeitos foram predominantemente preenchidos por tecido
fibrocartilaginoso tanto no GI quanto no GII (Figura 9A). As células condrociticas e
grupos isdégenos, em sua maior parte, sofreram ossificagdo na regido mais profunda do
defeito (Figura 9B), proporcionando melhor padrdo de organizacdo das trabéculas de
0sso subcondral em comparagdo com o encontrado no TII. Outros achados em meio ao
tecido de reparagdo incluem a presenca de fibrdcitos, vasos sanguineos e condrdcitos
degenerados. Ainda que em ambos os grupos existisse a formag¢do de novo 0sso
subcondral, notou-se que no GI (Figura 10A) a neoformagdo ocorreu em maior area do
que no GII (Figura 10B). Isto sugere que os animais do GI obtiveram um padrio de
organizagdo do osso subcondral superior aquele observado nos animais do GII. Notou-

se, ainda, a presenca de alteragdes degenerativas caracterizadas pela presenga de fendas
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na fibrocartilagem de um animal (Figura 10C) e superficie irregular em outro (Figura

10D), ambos do GII.

Figura 9. Fotomicrografias do tecido de reparagdo do defeito osteocondral em condilo femoral lateral de cdo ao término do TIII.
A — Tecido de reparagéo constituido de fibrocartilagem (*). H&E. 100X. B — Ao fundo do defeito, células condrociticas e grupos
is6genos em sua maior parte sofreram ossificagdo (#), proporcionando melhor padrio de reorganizagdo de osso. H&E. 40X.

Figura 10. Fotomicrografias do tecido de reparagdo do defeito osteocondral em céndilo femoral lateral de cdo ao término do
TIII. A — Tecido de reparagdo (*) que se desenvolveu nos animais do GI. H&E. 40X. B — Tecido de reparagdo (*) que se
desenvolveu nos animais do GII. H&E. 40X. Notar menor area aparente de neoformagio de osso subcondral do que em A. C -
Presenga de fendas que se desenvolveram na superficie da fibrocartilagem em animal do GII (*). H&E. 100X. D — Tecido de
reparagdo com superficie irregular, observado em animal do GII (seta). H&E. 100X.
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No ato de coleta das bidpsias do TIV, foi observado, tanto em GI quanto em GII,
preenchimento do defeito por um tecido de coloracdo que variou de esbranquicada a
amarelada (Figura 4G), com consisténcia semelhante & da cartilagem hialina adjacente
ndo lesionada ao toque digital. Em cinco animais do GI, este tecido de reparacdo se
desenvolveu e atingiu a altura da cartilagem adjacente (Figura 4H), o que s6 foi
observado em dois animais do GII. Assim como nos tratamentos anteriores, ainda foi
possivel delimitar as margens do defeito (Figura 4H).

A analise histologica das biopsias contendo o defeito revelou que a superficie do
tecido de reparagdo dos animais do TIV era constituida predominantemente por
fibrocartilagem (Figura 11A), que se desenvolveu tanto em GI quanto em GII. Na regiao
mais profunda, houve formagdo de novo osso subcondral, o qual apresentou padrdao de
organizagdo superior ao observado nos tratamentos anteriores, de forma que foi possivel
notar uma area continua de osso subcondral ja formado (Figura 11B). Entretanto, em
maior aumento notou-se que a neoformagdo do osso subcondral ndao havia sido
concluida, pois ainda era possivel observar regides a sofrer ossificagio em meio ao
tecido 6sseo ja formado (Figura 11C). A presenca de linha de maré ndo continua (Figura
12A) e de células com nucleos grandes e arredondados (condrocitos) na estrutura
trabecular (Figura 12B), indicam nao ter ocorrido deposi¢ao de calcio sobre o molde de
cartilagem que antecede a formagdo do osso. Isto confirma a hipotese de que a formacgao
e reorganizacdo do osso subcondral ainda ndo fora completada aos 90 dias de pos-
operatorio em ambos os grupos do TIV.

Ainda em relagdo a andlise histologica do TIV, foi observado desenvolvimento de
fibrocartilagem na superficie e de cartilagem hialina ao centro do defeito em um animal
do GI. No entanto, este tecido hialino apresentou aspectos de degenera¢do, como picnose
nuclear e lacunas vazias (Figura 12C). No GII, por sua vez, foi identificada
fragmentacdo da camada mais superficial da fibrocartilagem de reparacdo (Figura 12D)

em trés animais.
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Figura 11. Fotomicrografias do tecido de reparagdo do defeito osteocondral em
condilo femoral lateral de cdo ao término do TIV. A — Tecido de reparagido
constituido de fibrocartilagem. H&E. 200X. B — Neoformagao de osso subcondral
de forma continua (area circulada). H&E. 40X. C - Presenca de regides a sofrer
ossifica¢do (4) em meio ao tecido 6sseo ja neoformado (*). H&E. 100X.
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Figura 12. Fotomicrografias do tecido de reparagdo do defeito osteocondral em condilo femoral lateral de cdes ao término do
TIV. A - Descontinuidade da linha de maré (seta). H&E. 100X. B - Presenga de células com nucleos grandes e arredondados
(condroécitos) na regido das trabéculas (setas). H&E. 200X. C - Presenca de foco de tecido hialino em meio a fibrocartilagem de
reparagdo. Notar a presenga de picnose nuclear dos condrocitos (setas) e lacunas vazias (¥). H&E. 400X. D - Fragmentagao da
camada mais superficial do tecido de reparacdo (seta). H&E.40X.

Observou-se, portanto, que os achados macroscopicos dos defeitos osteocondrais
de ambos os grupos ao final do TI estdo de acordo com o relato de Souza et al. (2000),
que notaram preenchimento parcial do defeito por tecido de reparacdo roseo-
avermelhado aos 15 dias apo6s a indug@o da les@o no sulco troclear de coelhos. Aos 30
dias de pds-operatério (TII), o preenchimento parcial por tecido de coloragdo branca
correspondeu ao encontrado por Filgueiras (2008) aos 45 dias apos realizagdo de defeito
osteocondral também em coelhos. Ja4 Hurtig et al. (1988) referem que quando estas
mesmas lesdes foram induzidas no carpo de equinos, houve poucas alteracdes aos 30
dias de pos-operatdrio. Os relatos sugerem que o processo de reparagdo de defeitos
osteocondrais ¢ mais lento em algumas espécies animais, ¢ o fato de Kim et al. (1991),
Shapiro et al. (1993) e Souza et al. (2001) terem constatado preenchimento completo da
area lesionada de coelhos aos 30 dias de pos-operatdrio apdia ainda mais a hipotese de
que a reparacdo de defeitos osteocondrais nesta espécie ocorre de forma mais rapida do
que em caes.

Ao término de TIII e TIV, o tecido de reparacdo se apresentou
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macroscopicamente com o mesmo aspecto de TII, porém com maior consisténcia ao
toque digital, semelhante a de cartilagem hialina.

Em TIII, o tecido se desenvolveu até o nivel da superficie articular somente em
um animal do GII, enquanto no TIV este padrdo de preenchimento foi observado em
cinco animais do GI e em dois animais do GII. Novos estudos, maior nimero de animais,
maior tempo de tratamento e técnicas de maior acuracia de mensuragdo do tecido de
reparacdo, sdo necessarios para esclarecer se o tratamento com sulfato de condroitina e
glucosamina influenciou no padrdo de preenchimento dos defeitos. Outro achado
macroscopico de relevancia foi a presenga de uma linha circular que delimitava as
margens do tecido de reparagdo, a qual estava presente mesmo naqueles casos em que
houve preenchimento total do defeito por tecido semelhante ao hialino e que
correspondia ao didmetro do “punch” utilizado na criacdo da falha. Souza et al. (1999)
também relataram a evidéncia macroscopica das margens da lesdo osteocondral até sete
semanas de pos-operatorio, o que pode ser interpretado como um sinal macroscopico de
auséncia de continuidade entre a cartilagem adjacente e o tecido de reparagdo
(WAKITANI et al., 1994).

Os achados histologicos do presente estudo confirmam os relatos disponiveis na
literatura de que quando a falha atinge o osso esponjoso, hd, inicialmente, formacao do
coagulo sanguineo, que posteriormente ¢ substituido por uma rede de fibrina, com
proliferacdo de capilares a partir da medula 6ssea adjacente e infiltracio de células
mesenquimais na periferia do codgulo. Superficialmente, ocorre formacdo de uma
camada fibrosa, com fibras colagenas orientadas paralelamente a superficie articular, e
mais profundamente as células mesenquimais se diferenciam em condroblastos. A
medida que se processa a diferenciacdo celular, o tecido de reparacdo se apresenta na
maioria das vezes com aspecto de fibrocartilagem, e na regido mais profunda do tecido
de reparagdo ocorre formagao de osso novo subcondral. Tais achados estdo de acordo
com os relatos de Mitchel & Shepard (1976), Hurtig et al. (1988), French et al. (1989),
Shamis et al. (1989), Kim et al. (1991), Shapiro et al. (1993), Souza et al. (1999) e Souza
et al. (2000), os quais ainda citam que a restauracdo da arquitetura tecidual da superficie
articular € um evento raro, ocorrendo em um numero reduzido de defeitos osteocondrais,
fato confirmado neste estudo, uma vez que nao houve restauracdo da arquitetura tecidual
em nenhum dos 48 animais utilizados.

A menor area aparente ocupada por tecido de granulagdo em um animal do Tl e a
superficie irregular verificadas no tecido de reparagdo de animais do TI e TII, associadas

a presenc¢a de maior area de resquicios de osso sofrendo acdao de osteoclastos na regiao
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profunda do defeito, indicam que nestes animais a curetagem ndo removeu quantidade
suficiente de cartilagem calcificada. Pois, quando a camada de cartilagem que fica em
continuidade com o osso subcondral (zona de cartilagem calcificada) ndo ¢ atingida, os
vasos sanguineos e as células inflamatdrias ndo atingem a area lesionada, ocorrendo
degeneragdo desta camada e formacao de irregularidades e fendas na superficie, o que
corrobora com o relato de Kim et al. (1991).

As alteragdes degenerativas da superficie de reparacdo dos animais do GII do
TII podem estar relacionadas com o menor padrdo de reposi¢cdo do osso subcondral
observado nos animais deste grupo, pois, segundo Martel-Pelletier et al. (2008), as
citocinas, fatores de crescimento e eicosanoides produzidos localmente pelo osso
subcondral passam facilmente através das microfraturas e provocam alteracdes
degenerativas no tecido cartilaginoso. Esta mesma teoria também explica a ocorréncia de
alteracdes degenerativas descritas na superficie do tecido de reparagdo observados no
TIV, bem como a existéncia de condrocitos degenerados em TII, TIII e TIV, uma vez que
0 0sso subcondral ainda ndo havia sido reorganizado completamente em nenhum dos
tratamentos. Estudos que envolveram lesdo de osso subcondral sem afetar inicialmente a
cartilagem, como os realizados por Lahman et al. (2004) ¢ Mrosek et al. (20006),
revelaram a ocorréncia de degeneracdo da cartilagem meses apds a indugdo da lesao
subcondral, confirmando a hipdtese de envolvimento do osso subcondral na degeneragao
da cartilagem e podendo justificar as alteracdes degenerativas relatadas neste estudo.

Adicionalmente, a andlise histologica permitiu caracterizar a composi¢ao do
tecido de reparagdo para, em seguida, estimar a porcentagem de cada um dos
constituintes por meio da analise morfométrica. No TI, estimaram-se as porcentagens de
estruturas como fibroblastos jovens e maduros (fibrdcitos), vasos sanguineos, células
mesenquimais de aspecto condrocitico, osteoclastos, fibras de tecido conjuntivo frouxo e
areas de reabsor¢do de osso subcondral, de forma que o teste ndo paramétrico Mann-
Whitney nao indicou diferenga significativa nas porcentagens das mesmas entre GI e
GII. Em TII, as estruturas quantificadas foram fibroblastos jovens e maduros (fibrocitos),
vasos sanguineos, osteoclastos, matriz extracelular do tecido fibrocartilaginoso, areas de
formagdo de osso subcondral e condrécitos vidveis e degenerados. Neste tratamento
houve diferenca significativa entre os grupos somente em relagdo a porcentagem de
condrécitos viaveis (p=0,03), evidenciando que o grupo de animais tratados (GI)
apresentou, em média, menor valor percentual de condrdcitos do que o grupo controle
(GID).

Ja em TIII, estimaram-se as porcentagens de vasos sanguineos, condrocitos,
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matriz extracelular do tecido fibrocartilaginoso, formag¢ao de osso novo subcondral e
condrécitos degenerados. Houve diferenca significativa entre os grupos somente em
relacdo a porcentagem de osso novo subcondral (p=0,04), indicando que o grupo de
animais do GI apresentou, em média, maior valor percentual de osso subcondral
neoformado do que os do GII. Este dado confirmou que o grupo tratado pareceu ter,
microscopicamente, melhor padrao de organizacdo do osso subcondral do que o grupo
controle. Provavelmente, esta variagdo se deu ao acaso, visto que Guarnieiro et al.
(2007) nao observaram aumento da area de calo 6sseo, melhora na densidade mineral ou
aumento na rigidez de calo dsseo na reparagdo de fraturas de ratos tratados com sulfato
de condroitina e glucosamina.

No TIV, as estruturas estimadas foram as mesmas descritas para o TIII e ndo
houve diferenga significativa quanto a porcentagem das estruturas entre os grupos. Este
resultado indica que a diferenca observada nos valores percentuais médios de
condroécitos entre GI e GII do TII se deu, provavelmente, também ao acaso, pois caso a
administracao do nutracéutico estivesse relacionada a redugdo no nimero de condrocitos
viaveis, supde-se que isso se perpetuaria em TIII e TIV.

Embora estudos tenham comprovado que o sulfato de condroitina estimula o
metabolismo de condrécitos e diminui a progressdo da degeneracdo da cartilagem
articular em modelos de DAD induzida por instabilidade (MELO et al., 2008a; MELO et
al., 2008b), os resultados do presente estudo mostram que o sulfato de condroitina em
associa¢do com glicosamina ndo promoveu o mesmo estimulo na reparagdo dos defeitos

osteocondrais.

CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos e nas condi¢cdes em que o presente estudo foi
realizado, foi possivel concluir que o nutracéutico condroprotetor, na dosagem, formulagado
e periodo de administra¢do utilizados, ndo teve efeito significativo sobre a proliferagdo de
condrocitos e nem sobre a regeneracao da arquitetura hialina tipica da cartilagem articular de
cdes. Como os defeitos osteocondrais ndo estavam completamente reparados até os 90
dias de pos-operatdrio, novas pesquisas devem prosseguir com periodos de tratamento

mais prolongados para avaliar o desfecho do processo reparativo.
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Exames hematologicos e bioquimicos séricos de caes tratados com sulfato de
condroitina e glucosamina

Serum biochemical and hematological tests in dogs treated with chondroitin sulfate

and glucosamine

Renato Barros Eleotério’®, Andréa Pacheco Batista Borges”, Kelly Cristine de
Sousa Ponteszs, Joao Paulo Machado”, Naira Jandafet Sampaio Martins’ O,Mariana
Brettas Silva® 0, Priscila Ferreira Soares3°, Natalia Alves Fernandes™

RESUMO

Os condroprotetores sdo produtos compostos por agentes semelhantes aos componentes
da matriz cartilaginosa e tém sido muito empregados no tratamento da doenca articular
degenerativa (DAD) em caes. Eles possuem ac¢do antiinflamatoria e sdo capazes de
reduzir a perda de proteoglicanos e coldgeno através da inibi¢do de enzimas degradativas
da cartilagem, além de exercerem acdo estimulatdria sobre a sua sintese, promovendo
aumento na proliferacio de condrocitos e da matriz. Dentre as substancias com
propriedades condroprotetoras, destacam-se a glucosamina e o sulfato de condroitina. Os
nutracéuticos compostos por estas substancias sdo amplamente pesquisados por
constituirem uma terapia nao invasiva e com propriedades que favorecem o metabolismo
da cartilagem articular. No entanto, embora alguns estudos relatem que estas substancias
ndo estdo relacionadas a efeitos adversos significativos, outros referem a possibilidade

de um efeito heparinoide, caracterizado, principalmente, por anorexia e diarréia
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sanguinolenta. A disparidade entre os relatos disponiveis na literatura acerca da
possibilidade de efeitos adversos, associada a caréncia dos testes exigidos pelo
Ministério da Agricultura para comprovacao da seguranca de medicamentos veterinarios,
tornam controversa a utilizacdo de nutracéuticos condroprotetores em animais. Neste
contexto, objetivou-se com este estudo testar a seguranga de um nutracéutico
condroprotetor comercial em cdes, por meio dos exames de glicemia, hemograma,
funcdes hepatica e renal, tromboplastina parcial ativada e tempo de protombina. Os
resultados obtidos neste estudo mostraram que o nutracutico condroprotetor, na
formulagdo, dosagem e periodo de administracdo utilizados, ndo ocasionou efeitos
adversos em caes.

Palavras chave: Doenca articular degenerativa, osteoartrite, condroprotetor, sulfato de

condroitina, glicosamina, cao.

ABSTRACT

The chondroprotective agents are products composed of substances similar to the
components of cartilage matrix and have been widely used in the treatment of
degenerative joint disease (DJD) in veterinary medicine. They have anti-inflammatory
effect and are able to reduce the loss of proteoglycan and collagen through the inhibition
of cartilage degrading enzymes, and have still a stimulatory action on the synthesis of
proteoglycans and collagen, increasing the proliferation of chondrocytes and matrix.
Among the substances with chondroprotective, stand out mainly glucosamine and
chondroitin sulfate. Nutraceutical compounds of these substances are widely studied
because they constitute a non-invasive tool and with properties that are known to favor
the metabolism of articular cartilage. However, although some studies report that these
substances are not related to significant adverse effects, other researchers refer to the

possibility of an effect of heparinoid, mainly characterized by bloody diarrhea and
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anorexia. The disparity between the reports available in literature about the possibility of
adverse effects related to chondroitin sulfate and glucosamine linked to lack of testing
required by the Ministry of Agriculture to assure the safety of veterinary drugs become
controversial use of chondroprotective nutraceuticals in animals. In this context, the
objective of this study was to test the safety of a commercial nutraceutical
chondroprotective in dogs by means of tests of blood glucose, blood count, liver and
kidney function, activated partial thromboplastin and prothrombin times. The results of
this study showed that the nutraceutical chondroprotective in the formulation, dosage
and administration period used, did not cause any adverse effects in dogs.

Keywords: Degenerative joint disease, osteoarthritis, chondroprotective, chondroitin

sulfate, glucosamine, dog.

INTRODUCAO

Os condroprotetores sao produtos compostos por agentes semelhantes aos
componentes da matriz cartilaginosa e tém sido muito empregados no tratamento da
doenga articular degenerativa (DAD) na medicina veterinaria. Eles possuem ac¢do
antiinflamatoéria e sdo capazes de reduzir a perda de proteoglicanos e colageno através da
inibicdo de enzimas degradativas da cartilagem, além de terem acdo estimulatdria sobre
a sintese de proteoglicanos e coldgeno (CLARK, 1991), promovendo aumento na
proliferacao de condrocitos e da matriz (MELO et al., 2008a; MELO et al., 2008b). Tais
efeitos sugerem que os condroprotetores podem ser importantes no controle das
alteracdes patologicas da cartilagem e podem complementar o tratamento da DAD
(CLARK, 1991; BIASI et al., 2005). Dentre as substincias com propriedades
condroprotetoras, destacam-se a glucosamina e o sulfato de condroitina (VAUGHAN-
SCOTT & TAYLOR, 1997).

Os nutracéuticos, compostos principalmente de substincias condroprotetoras
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como sulfato de condroitina e glucosamina, sdo amplamente pesquisados por
constituirem uma terapia ndo invasiva e com propriedades que favorecem o metabolismo
da cartilagem articular. No entanto, embora alguns estudos tenham relatado que estas
substancias ndo estao relacionadas a efeitos adversos significativos, sejam eles clinicos,
hematologicos ou hemostaticos (CHARD & DIEPPE, 2001), outros pesquisadores
(TODHUNTER, 1994; MCNAMARA, 199; MELO et al., 2003) referem a possibilidade
de efeito heparindide, caracterizado, principalmente, por anorexia ¢ diarréia
sanguinolenta.

O fato de esses produtos serem disponibilizados para consumo na forma de
suplemento nutricional torna dispensavel sua submissdo a testes de seguranca. Desta
forma, os nutracéuticos condroprotetores possuem em seu rétulo somente registro do
Servigo de Inspecdo Federal — SIF, o qual inspeciona o modo de fabricagdo do produto,
mas nao certifica a seguranga de seus principios ativos.

A caréncia dos testes exigidos pelo Ministério da Agricultura, para comprovacao
da seguranca de medicamentos veterinarios, e a disparidade entre os relatos disponiveis
na literatura acerca da possibilidade de efeitos adversos, relacionados ao sulfato de
condroitina e e a glucosamina, tornam controversa a utilizacdo de nutracéuticos
condroprotetores em animais.

Nesse contexto, objetivou-se com este estudo experimental testar a seguranga de
um nutracéutico condroprotetor comercial em caes, por meio dos exames de glicemia,
hemograma, fung¢des hepatica e renal, tromboplastina parcial ativada e tempo de

protombina.

MATERIAL E METODOS
Foram utilizados 48 caes, sem raca definida, esqueleticamente adultos a

confirmagao radiografica e pesando entre 10 e 25 kg, provenientes do canil experimental
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do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vigosa (DVT-UFV). Os
animais selecionados foram vacinados com vacina éctupla’ e previamente tratados, em
baias coletivas isoladas daquelas que passaram o periodo experimental, com vermifugo®
a base de albendazol, praziquantel e pirantel (dose tinica oral de um comprimido para
cada 10 kg de peso), ivermectina® e carrapaticida®® (fipronil pour on na dose de
Iml/10kg). Apods esse tratamento prévio, os cdes foram alojados em outras baias
coletivas, e continuaram recebendo ragdo comercial especifica para cdes uma vez ao dia
e agua ad libitum.

O projeto para desenvolvimento deste trabalho foi enviado ao comité de ética do
DVT-UFV e obteve parecer favoravel, certificado pelo processo n°18/2008. As normas
de conduta para o uso de animais no ensino, pesquisa e extensio do DVT-UFV foram
rigorosamente seguidas, sob coordenacdo do médico veterindrio Renato Barros
Eleotério, CRMV/SP-27971.

Os 48 animais foram distribuidos aleatoriamente entre quatro tratamentos (I, II,
II e IV), de acordo com o periodo de pos-operatorio e contendo cada um deles 12
animais. Dentro de cada tratamento, os animais foram separados em dois grupos (GI e
GII) de niimeros iguais. Os animais do GI constituiram o grupo tratado, enquanto o GII
representou o grupo controle. A Tabela 1 mostra o detalhamento dos tratamentos e

grupos experimentais.

Tabela 1. Detalhamento dos grupos experimentais

Tratamento Nimero de animais Periodo de observagiio apds indugiio da lesio
TI 12 (6 tratados e 6 controles) 15 dias
TII 12 (6 tratados e 6 controles) 30 dias
TIII 12 (6 tratados e 6 controles) 60 dias
TIV 12 (6 tratados e 6 controles) 90 dias

Os animais foram submetidos a procedimento cirrgico para indugdo de defeito

3! Imuno-Vet®” — BioVet — Vargem Grande Paulista — SP - Brasil
32 Rico Composto” - Ouro-Fino — Cravinhos — SP - Brasil

3 Ivomec® — Merial — Campinas — MG - Brasil

** Top Line®— Merial- Paulinia — SP - Brasil
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osteocondral no condilo femoral lateral, visto que alguns autores referem que a
suplementagdo nutricional com sulfato de condroitina e glucosamina nao tem efeito
aparente sobre o metabolismo da cartilagem normal (LIPPIELLO et al., 2000), o que
pode sugerir um tropismo dos agentes pela cartilagem em seu estado reativo (TAYLOR
et al., 2000). Para a confeccao do defeito, seguiu-se as recomendagdes de JOHNSON &
DUNNING (2005) para desvio medial da patela e exposi¢dao do sulco troclear em caes e
gatos. Em seguida, delimitou-se o fragmento de cartilagem, por meio de punch de 6mm
de diametro, o qual foi posteriormente retirado com lamina de bisturi numero 15. A
regido delimitada foi entdo curetada até obtencdo de sangramento, o que indica ter
atingido o osso subcondral e criagdo do defeito osteocondral (Figura 1), conforme as

recomendagdes de ELEOTERIO (2011 — Informe verbal).

Figura 1. Fotografia de condilo femoral lateral direito de c@o apds a criagao de lesdo
osteocondral. Notar les@o circular sem cartilagem e contendo sangue proveniente do
0sso subcondral (seta).

O nutracéutico condroprotetor utilizado possuia apresentacdo em tabletes
palataveis, contendo cada um deles 200 mg de sulfato de condroitina, 300 mg de
glucosamina, 24 mg de palatabilizante ¢ 1200 mg de veiculo g.s.p. Conforme as

recomendacoes do fabricante, foi administrado um tablete a cada 24 horas aos caes com
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até 10 kg, dois tabletes aos cdes com 11 a 20 kg e 4 tabletes aos cdes com 21 a 30 kg de
peso corporal. Todos os animais pertencentes ao GI receberam o nutracéutico
diariamente, a partir do primeiro dia de pos-operatério e até completar o periodo do
tratamento.

As coletas das amostras para os exames hematologicos e bioquimicos séricos de
seguranca foram feitas nos momentos de pré-operatorio (MI) e ao término do periodo
dos tratamentos (MII). Apds contencdo manual e posicionamento dos cdes em decubito
lateral, foram feitas tricotomia e antissepsia da regido cervical para realizacdo da
venipungdo jugular, obtendo-se as amostras para realizar os seguintes exames no
Laboratorio Clinico do DVT-UFV:

. Hemograma ¢ leucograma: coleta de sangue em tubos com anticoagulante
(EDTA) e contagem das células sanguineas (neutréfilos bastonetes - BAST, neutréfilos
segmentados - SEGM, eosindfilos - EOS, mondcitos - MONO, plaquetas — PLAQ e
heméacias — HEMA), além de mensura¢do do hematécrito (HT) hemoglobina (HEMO) e
proteinas plasmaticas totais (PROT), utilizando equipamento automatico;

. Glicemia: sangue coletado em tubos isentos de anticoagulante e submetido a
centrifugacdo para obten¢do do soro, com posterior mensuracdo da glicose por meio de
kits comerciais e aparelho mensurador semi-automatico;

. Enzimas hepaticas: obten¢do do soro, como no item anterior, para realizacdo dos
testes de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), gama
glutamiltransferase (GGT) e fosfatase alcalina (FA) por meio de kits comerciais
associados a aparelho mensurador semi-automatico;

. Funcao renal: dosagem dos niveis plasmaticos de uréia e creatinina (CREAT)
utilizando kits comerciais e aparelho mensurador semi-automatico, a partir do sangue
coletado em tubos sem anticoagulante e submetido a centrifugagao.

O sangue também foi coletado em tubos contendo citrato de sddio para realizacao
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dos exames de tempo tromboplastina parcial ativada (TTPA), tempo de protombina
(TPA) e mensuracdao do fibrinogénio (FIBR). Esses testes foram realizados de acordo
com técnicas rotineiras em um laboratorio particular da cidade de Vigosa (VigosalLab
Ltda.).

Os resultados dos testes foram interpretados de acordo com os valores de
referéncia disponiveis na literatura e as comparagdes entre os grupos de cada tratamento
foram feitas por meio da andlise de varidncia (ANOVA) com medidas repetidas, com

nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados dos testes bioquimicos séricos do TI, indicaram que houve apenas
diferenca significativa para os valores de AST e CREAT, pelo teste de ANOVA com
medidas repetidas (Tabela 2). No caso de AST, o teste revelou efeito de interacdo
(p=0,01) e, portanto, foram realizados testes de comparagdes multiplas. Nas
comparagdes entre os momentos considerados, separadamente para cada grupo,
constatou-se que houve diferenga significativa (p=0,02) nos valores de AST apenas para
GII (Tabela 3), de forma que para este grupo o valor em MI foi maior do que aquele
encontrado em MIIL. J4 nas comparacdes entre os grupos, separadamente para cada
momento avaliado, detectou-se diferenca significativa (p=0,02) entre os grupos apenas
em MI (Tabela 4), evidenciando que neste momento o GII apresentou, em média, maior
valor de AST do que GI. Ja no caso do exame de creatinina, observou-se diferencga
significativa apenas entre os grupos (p=0,01), independentemente do momento avaliado
(Tabela 2). Os dados evidenciam que GI apresentou, em média, maiores valores de
creatinina do que o controle (GII). Por sua vez, os resultados médios dos exames
hematologicos, os quais complementam o teste de seguranca, sdo apresentados na Tabela

5. Pelo teste de ANOVA com medidas repetidas, observa-se que houve diferenca
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significativa apenas entre os momentos avaliados para os valores de EOS (p=0,04) ¢
SEGM (p=0,03), independentemente do grupo e, portanto, os valores de EOS ¢ SEGM

foram, em média, maiores em MI do que em MII.
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Tabela 2. Valores médios dos exames bioquimicos séricos de seguranga (glicose, ALT, ATS, FA, GGT, TTPA, TPA, fibrinogénio (FIBR), creatinina (CREAT) e uréia) dos animais do GI e GII do TI, nos momentos de

pré-operatorio (MI) e de término do periodo de avaliacdo (MII)

ALT AST FA GGT TTPA TPA FIBR UREIA CREAT
GLICOSE (mg/dL) (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (segundos) (segundos) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Grupo MI MII MI MIl MI MIl MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII MI MIl
Média 93,7 78,3 26,1 31 29 37,8 154,5 166,3 4,8 4,8 16,7 12,9 6,5 6,8 331,7 306,7 31,6 36,1 1 1
Mediana 94,8 79,4 25,5 24 28 32 141,5 164,5 4 5 13,5 12,9 6,5 6,9 275 300 31,4 353 1 1
GI Desvio padrio 16,4 16 5,1 15,8 8 19,9 75,1 59,2 2,4 2,7 10,7 2 0,5 0,3 128,9 84 3,1 57 0,2 0,2
Minimo 74,3 55,7 20 19 17 20 54 78 2 2 9,6 10 6 6,4 220 200 27,5 30,1 0,8 0,8
Miximo ! 166’ 103,9 33 57 41 66 270 259 9 9 38,3 16 7 7,1 500 430 36,7 46,8 1,2 1,3
Média 85,7 79,7 43,7 22,7 47 28,7 249,2 169.,5 52 43 13,1 13,4 6,5 6,5 250 336,7 40,9 31,1 0,8 0,8
Mediana 81,5 80,5 33 23 50,5 28,5 2375 172,5 4 4 13,2 13,4 6,5 6,3 250 335 35,6 314 0,7 0,8
GII
Desvio padrio 12,5 6,3 273 43 13 52 110,3 25,8 2 1,5 2 2 0,4 0,5 72,1 63,1 21,3 7.4 0,1 0,1
Minimo 75,5 70,7 23 17 26 22 113 124 4 2 9,6 11 6 6 150 250 24,2 18,5 0,7 0,6
Maximo 107,7 86,1 97 29 61 35 432 195 9 6 154 16 7,1 7,1 340 420 80 40 0,9 1
Efeito de 0,39 0,08 0,01* 0,21 0,59 0,37 0,18 0,37 0,18 0,38
interacao
Valor de p . . 0,06 0,25 0,36 0,35 0,91 0,45 0,33 0,22 0,69 0,64
Efeito de dia
Efeito de
grupo 0,57 0,49 0,43 0,07 0,69 0,54 0,46 0,59 0,56 0,01*

*Houve diferenca significativa (p<0,05), pelo teste de ANOVA com medidas repetidas;

Nota: ALT: alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase, GGT: gama glutamiltransferase, FA: fosfatase alcalina, TTPA: tempo de tromboplastina parcial ativada, TPA: tempo de protombina.
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Tabela 3. Resultados dos testes de comparagdes multiplas entre os momentos considerados, separadamente para cada grupo do TI,
indicando diferenca significativa (p<0,05) nos valores médios de AST apenas para o grupo controle (GII)

Grupo Comparacio de interesse Valor de p
GI MI X MIL 0,23
GII MI X MII 0,02

Nota: MI: periodo pré-operatorio, MII: térrmino do periodo de tratamento, GI: grupo trado, GII: grupo controle.

Tabela 4. Resultados dos testes de comparagdes multiplas entre os grupos, separadamente para cada momento avaliado do TI,
indicando diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos para os valores de AST apenas em MI (pré-operatorio)

Momento Comparagio de interesse Valor de p
MI GIXGII 0,02
MII GIXGII 0,3

Nota: MI: periodo pré-operatorio, MII: térrmino do periodo de tratamento, GI: grupo trado, GII: grupo controle.
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Tabela 5. Valores médios dos exames hematologicos de seguranca (neutréfilos bastonetes (BAST), neutréfilos segmentados (SEGM), eosindfilos (EOS), monocitos (MONO), plaquetas (PLAQ), hemacias (HEMA), hematocrito
(HT), hemoglobina (HEMO) e proteinas (PROT)) dos animais do GI e GII do TI, nos momentos de pré-operatoério (MI) e de término do periodo de avaliagdo (MII)

BAST SEGM EOS LINF MONO PLAQ HEMA HT HEMO PROT
(cél/mm’) (cél/mm’) (cél/mm’) (cél/mm’) (cél/mm’) (cél/mm’) (cél/mm’) (%) (g/dL) (g/dL)
Grupo MI MIIL MI MII MI MII MI MIL MI MII MI MIIL MI MIIL MI MII MI MIL MI MIL
Média 349,8 270,8 9144 3900,3 1068,8 617,8  2780,8 2400,7 1439,8 680,1 1883333 169600 5450000 4416000 353 28,7 11,7 9,7 7,5 7,2
Mediana 325 183 10751,5 4040 946 619,5 2386 1922 991,5 644 181000 142800 5555000 4293000 37,6 29 12,4 9,6 7,6 7,4
GI Desvio padrio 269,5 299,2 4698,4 912 774,9 329,6 1716,3 1838,2 1485,6 304,6 76860 88024,1 1443939 626246 9,3 34 2,54 1 0,7 0,8
Minimo 70 0 2170 2592 0 180 1125 621 333 324 76000 78000 3710000 3700000 20,9 24 7,7 8,8 0,6 5,8
Miximo 777 810 13968 5002 2328 988 5472 5124 4332 1098 285000 293000 7100000 5530000 44 33,6 14,2 11,4 8,4 8
Média 370,8 359,2 7953,8 6774,8 1026,7 527,3 1770,8 2186,5 1216,5 513,3 208000 213500 4491667 4491667 32,1 30,2 10,9 10,9 7,5 7,1
Mediana 403 383 7018 6718 988 4785 1623 18875 11615 5025 197500 195000 4500000 4595000 322 312 1,1 15 75 71
GII Desvio padrao 149,7 78,6 4159,3 2351,7 706,6 3442 1172,6 754,1 748,6 121,7 95682,8 447739 1073916 558692 53 3,6 1,93 1,7 0,7 0,5
Minimo 138 240 3737 3240 0 180 432 1574 392 334 52000 172000 3100000 3570000 235 232 7,6 7,9 6,6 6,2
Maximo 576 457 15265 10245 2160 926 3831 3572 2365 684 325000 283000 6270000 5190000 40,1 335 12,8 12,5 8,6 7,8
Efeito de 0.65 0.14 091 039 0.94 0,64 0.18 031 0.18 0.7
interacdo
Valor de p 0,54 0,03* 0,04* 0,97 0,07 0,79 0,18 0,08 0,16 0,17
Efeito de dia
0,61 0,58 0,81 0.4 0,55 0,42 034 0,75 0.82 0,91

Efeito de grupo

*Houve diferenca significativa (p<0,05), pelo teste de ANOVA com medidas repetidas.
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As Tabelas 6 e 7 demonstram, respectivamente, os valores médios dos resultados
dos exames bioquimicos séricos e hematologicos do TII. Os dados evidenciam que
houve apenas diferenga significativa para os valores de TPA ¢ SEGM, pelo teste de
ANOVA com medidas repetidas a 5% de nivel de significancia. Em relacdo ao TPA,
houve apenas diferenca entre os momentos avaliados (p=0,02), independentemente do
grupo, de forma que os valores de TPA em MI foram, em média, menores do que no
término em MII. Em relagao aos valores de SEGM, pode-se observar que houve apenas
diferenga entre os grupos (p=0,04), independentemente do momento avaliado,

evidenciando que GI apresentou, em média, menores valores de SEGM que GII.

94



Tabela 6. Valores médios dos exames bioquimicos séricos de seguranga (glicose, ALT, ATS, FA, GGT, TTPA, TPA, fibrinogénio (FIBR), creatinina (CREAT) e uréia) dos animais do GI e GII do TII, nos momentos de
pré-operatorio (MI) e de término do periodo de avaliacdo (MII)

ALT AST FA GGT TTPA TPA FIBR UREIA CREAT
GLICOSE (mg/dL) (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (segundos) (segundos) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Grupo MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII
Média 64,1 82,1 97,5 333 49 29,3 404,2 145 53 3 16,3 16,2 6 6,4 366,7 3733 30,5 28,6 0,9 0,7
Mediana 62 79,2 47,5 36 51,5 26,5 258.,5 136 3 3 12,9 14,4 6 6,3 390 385 25,5 28,1 0,9 0,7
GI Desvio padrao 6,7 21,5 116,6 13,6 17,8 12 477,6 79,3 4,6 1,1 9,4 4,9 0,1 0,5 77,6 126 14,7 10,9 0,2 0,1
Minimo 58,3 55,7 22 12 22 20 8 59 2 2 11 13,2 6 6 230 210 14,4 18,3 0,7 0,5
Miximo 74,7 118,9 331 47 71 52 1323 259 13 4 35,6 26 6,2 7,4 440 540 52,4 40,6 1,2 0,9
Média 74,7 74,2 28,2 73,3 41,7 67,2 125,5 109,8 3,7 4 13,5 17 6,2 6,5 3183 256,7 26,1 35,8 0,8 0,8
Mediana 73,5 75,1 27,5 29 38,5 41,5 108,5 103 4 4 13 16,8 6,1 6,5 300 265 26,8 31,7 0,8 0,8
GII
Desvio padrao 4,9 4,8 8,8 98,7 13,6 67,3 69,4 58,2 1,5 1,8 2,2 2,4 0,2 0,3 78,6 25 7,7 11,4 0,2 0,1
Minimo 70,7 68,5 15 20 24 34 40 45 2 2 10,8 14,3 6 6,1 240 210 14,4 28,8 0,5 0,7
Maiximo 84,1 79,7 41 272 61 204 216 187 6 6 16,3 21,2 6,6 6,8 470 280 35,3 58,9 1 0,9
Efeito de 0,12 0,07 0,15 0,24 0,24 0,47 0,65 0,27 0,07 0,15
interacao
Valor de *
p Efeito de dia 0,13 0,75 0,85 0,19 0,38 0,5 0,02 0,38 0,22 0,21
Efeito de
grupo 0,74 0,67 0,32 0,16 0,76 0,63 0,48 0,06 0,82 0,9

*Houve diferenca significativa (p<0,05), pelo teste de ANOVA com medidas repetidas;
Nota: ALT: alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase, GGT: gama glutamiltransferase, FA: fosfatase alcalina, TTPA: tempo de tromboplastina parcial ativada, TPA: tempo de protombina.
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Tabela 7. Valores médios dos exames hematoldgicos de seguranca (neutréfilos bastonetes (BAST), neutréfilos segmentados (SEGM), eosindfilos (EOS), monocitos (MONO), plaquetas (PLAQ), hemacias (HEMA), hematocrito
(HT), hemoglobina (HEMO) e proteinas (PROT)) dos animais do GI e GII do TII, nos momentos de pré-operatorio (MI) e de término do periodo de avaliagao (MII)

BAST SEGM EOS LINF MONO PLAQ HEMA HT HEMO PROT
(cél/mm’) (cél/mm’) (cél/mm’) (cél/mm’) (cél/mm’) (cél/mm’) (cél/mm’) (%) (g/dL) (g/dL)
Grupo MI MIIL MI MII MI MII MI MIL MI MII MI MIIL MI MIIL MI MII MI MIL MI MIL
Média 349,8 270,8 9144 3900,3 1068,8 617,8  2780,8 2400,7 1439,8 680,1 1883333 169600 5450000 4416000 353 28,7 11,7 9,7 7,5 7,2
Mediana 325 183 10751,5 4040 946 619,5 2386 1922 991,5 644 181000 142800 5555000 4293000 37,6 29 12,4 9,6 7,6 7,4
GI Desvio padrio 269,5 299,2 4698,4 912 774,9 329,6 1716,3 1838,2 1485,6 304,6 76860 88024,1 1443939 626246 9,3 34 2,54 1 0,7 0,8
Minimo 70 0 2170 2592 0 180 1125 621 333 324 76000 78000 3710000 3700000 20,9 24 7,7 8,8 0,6 5,8
Miximo 777 810 13968 5002 2328 988 5472 5124 4332 1098 285000 293000 7100000 5530000 44 33,6 14,2 11,4 8,4 8
Média 370,8 359,2 7953,8 6774,8 1026,7 527,3 1770,8 2186,5 1216,5 513,3 208000 213500 4491667 4491667 32,1 30,2 10,9 10,9 7,5 7,1
Mediana 403 383 7018 6718 988 4785 1623 18875 11615 5025 197500 195000 4500000 4595000 322 312 1,1 15 75 71
GII Desvio padrao 149,7 78,6 4159,3 2351,7 706,6 3442 1172,6 754,1 748,6 121,7 95682,8 447739 1073916 558692 53 3,6 1,93 1,7 0,7 0,5
Minimo 138 240 3737 3240 0 180 432 1574 392 334 52000 172000 3100000 3570000 235 232 7,6 7,9 6,6 6,2
Maximo 576 457 15265 10245 2160 926 3831 3572 2365 684 325000 283000 6270000 5190000 40,1 335 12,8 12,5 8,6 7,8
Efeito de 0.65 0.14 091 039 0.94 0,64 0.18 031 0.18 0.7
interacdo
Valor de p 0,54 0,03* 0,04* 0,97 0,07 0,79 0,18 0,08 0,16 0,17
Efeito de dia
0,58 0,81 0.4 0,55 0,42 034 0,75 0.82 0,91

Efeito de grupo

*Houve diferenca significativa (p<0,05), pelo teste de ANOVA com medidas repetidas.
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Os valores médios dos exames bioquimicos séricos do TIII estdo representados
na Tabela 8 e indicam que houve diferenca significativa apenas para os valores de FA
(p=0,04), TPA (p=0) e uréia (p=0,02), pelo teste de ANOVA com medidas repetidas. Em
todos os casos houve diferenga significativa entre os momentos avaliados,
independentemente do grupo, de forma que os valores de FA e TPA no momento pré-
operatorio (MI) foram, em média, menores do que no término do periodo de avaliagdo
(MII), enquanto os valores de uréia em MI foram, em média, maiores do que em MII.
Os valores médios dos resultados dos exames hematologicos do TIII estdo dispostos na
Tabela 9. Pelo teste de ANOVA com medidas repetidas, detectou-se diferenca
significativa para os valores de LINF (p=0,02) ¢ MONO (p=0,04) e, em ambas as

situacdes, a diferenga ocorreu somente entre os momentos considerados.
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Tabela 8. Valores médios dos exames hematologicos de seguranca (neutrofilos bastonetes (BAST), neutréfilos segmentados (SEGM), eosinofilos (EOS), mondcitos (MONO), plaquetas (PLAQ), hemacias (HEMA), hematdcrito

(HT), hemoglobina (HEMO) e proteinas (PROT)) dos animais do GI e GII do TIII, nos momentos de pré-operatorio (MI) e de término do periodo de avaliagdo (MII)

GLICOSE (mg/dL) ALT AST FA GGT TTPA TPA FIBR UREIA CREAT
g (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (segundos) (segundos) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Grupo MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII
Meédia 76,1 81,3 32,5 453 343 50,5 86 1633 58 52 14,1 13,7 6,4 6,6 301,7 288,3 51,3 36,9 0,6 0,7
Mediana 75,9 69,7 31 32,5 32,5 44,5 74 82,5 6 5 13,1 13,3 6,2 6,6 310 300 51 40,2 0,6 0,6
GI Desvio padrio 7.4 31,1 6,7 343 11,3 26 37,9 146,3 3 2,4 3 1,32 0,5 0,5 63,7 83 15,9 13 0,1 0,2
Minimo 67,4 62,7 27 17 24 20 55 55 2 2 11,9 12,3 6 6 200 160 28,6 21,4 0,5 0,5
Maximo 87,5 1441 45 111 52 87 154 408 11 9 20 16 73 7.4 390 390 69,8 50,1 0,8 1
Média 73,6 89,5 25,5 37,7 343 35,8 55,7 120 4,7 5 17,6 16,4 6,3 6,6 311,7 286,7 52,5 43,2 0,7 0,8
Mediana 69 88,4 27,5 41 32,5 30,5 49 96 5 5 16 15,9 6,2 6,7 295 295 57,2 40,2 0,7 0,8
GII
Desvio padrio 13,8 242 8 7 5,4 11,4 254 72,6 1,6 1,1 72 2,3 0,4 0,4 80,8 79,7 10,8 9,7 0,1 0,3
Minimo 61,6 63,2 13 27 31 27 33 38 2 4 10,4 14,4 6 6 230 190 35,8 32,2 0,6 0,5
Maximo 98,9 132,2 34 45 45 52 99 215 6 6 31,6 20,9 7 7,1 440 390 60,8 59,1 0,9 1,2
Efeito de 0,59 0,96 0,33 0,84 0,47 0,81 >0,99 0,8 0,59 >0,99
interacio
Valor de p . . 03 0,08 0,25 0,04* 0,81 0,68 0* 0,41 0,02" 0,44
Efeito de dia
Efeito de
grupo 0,71 0,4 0,19 0,35 0,54 0,08 0,89 0,92 0,52 0,1

*Houve diferenga significativa (p<0,05), pelo teste de ANOVA com medidas repetidas;

Nota: ALT: alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase, GGT: gama glutamiltransferase, FA: fosfatase alcalina, TTPA: tempo de tromboplastina parcial ativada, TPA: tempo de protombina.
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Tabela 9. Valores médios dos exames hematologicos de seguranga (neutrofilos bastonetes (BAST), neutréfilos segmentados (SEGM), eosinodfilos (EOS), monoécitos (MONO), plaquetas (PLAQ), hemacias (HEMA), hematocrito
(HT), hemoglobina (HEMO) e proteinas (PROT)) dos animais do GI e GII do TIII, nos momentos de pré-operatorio (MI) e de término do periodo de avaliagdo (MII)

BAST SEGM EOS LINF MONO PLAQ HEMA HT HEMO PROT
(cé/mm®) (cé/mm?®) (cél/mm®) (cé/mm?®) (cé/mm?®) (cé/mm?®) (cé/mm®) (%) (g/dL) (g/dL)
Grupo MI MII MI MII M1 MII MI MII MI MII M1 MII MI MII MI MII MI MII MI M
Média 3512 3613  5554,5 6350 4632 551,9 22308 1479,7 1052,8 753,8 103333,3 141833,3 4516667 4960000 323 319 108 10,2 74 17
Mediana 225 297 214 5720 416 353 2436 1576 929 307,5 110500 126000 4635000 4965000 27 33,9 9,3 10,8 73 15
al Desvio padrio  468,7 301, 27048 24412 2949 7853 11092 640,8 839,4 812,7 253272 114890,2 422453 995269 13,3 6,2 4,1 1.8 1 1,5
Minimo 0 81 3280 3567 77 0 884 528 77 95 60000 16000 4000000 3350000 24 22,8 8 7,1 6,2 6
Miximo 1288 944 10187 10205 936 2090 3772 2242 2520 1957 127000 307000 5010000 6310000 592 375 19,1 11,8 88 98
Média 242 13288 65192 69673 8187  760,8 34065 16063 1566,2 310,5 94000 87833,3 5996667 5236667 369 335 123 10,7 7 7,5
Mediana 239,5 104 5843,5  4039,5 6355 230  3211,5 14835 1395 282 61000 54500 5095000 5205000 352 32 12 10,3 69 76
GII Desvio padrio 153,22 25483  1460,5  7961,5 7559 1050,1 14943  1296,6 955,8 2794 107638,3 98910,9 1501941 628830 9,9 52 3 1,5 0,7 1
Minimo 0 34 5320 1258 0 0 1884 123 348 34 20000 1400 4310000 4350000 242 26,7 8,2 8,8 6 6
Méximo 471 6444 8775 22912 2180 2506 6040 3222 2718 716 306000 284000 8190000 6090800 498 40,5 16,1 12,6 8 9
Efeito de 0,34 0,93 0,72 0,29 0,21 0,59 0,132,3 0,64 0,64 0,77
interacio
Valor de p 0,33 0,69 0,94 0,02" 0,04" 0,45 0,6527 0,55 0,27 0,15
Efeito de dia
0,44 0,71 0,49 0,2 0,89 0,66 0,0813,3 0,49 0,45 0,59

Efeito de grupo

*Houve diferenca significativa (p<0,05), pelo teste de ANOVA com medidas repetidas.
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Os valores médios dos resultados dos exames bioquimicos séricos de
seguranga do TIV (Tabela 10) mostram que houve diferenca significativa para
os valores de glicose, ALT, AST, GGT, TTPA e uréia, pelo teste de ANOVA
com medidas. Nos casos da glicose, da ALT, da AST, da GGT e do TTPA a
diferenca foi apenas entre os momentos avaliados, independentemente do
grupo, de forma que os valores de glicose, ALT, AST e GGT em MI foram,
em média, menores do que em MII, enquanto os valores de TTPA foram, em
média, maiores em MI do que em MII. No caso da uréia, foi detectado efeito
de interagdo e, portanto, foram realizados testes de comparagdes multiplas
(Tabelas 11 e 12), os quais evidenciaram diferenga significativa entre os
momentos apenas para GII, sendo que os valores de uréia em MI foram, em
média, menores do que em MII. Os valores médios dos resultados dos exames
hematologicos de seguranca do TIV e o teste de ANOVA com medidas
repetidas revelaram diferenca estatistica significativa para os valores de BAST,
HT e HEMO (Tabela 13). Em todos os casos houve diferenga significativa
entre os momentos avaliados, independentemente do grupo, de forma que os
valores de BAST, HT ¢ HEMO em MI foram, em média, maiores do que em

MIL.
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Tabela 10. Valores médios dos exames hematologicos de seguranga (neutrofilos bastonetes (BAST), neutréfilos segmentados (SEGM), eosinédfilos (EOS), monodcitos (MONO), plaquetas (PLAQ), hemacias (HEMA), hematdcrito
(HT), hemoglobina (HEMO) e proteinas (PROT)) dos animais do GI e GII do IV, nos momentos de pré-operatorio (MI) e de término do periodo de avaliagdo (MII)

GLICOSE (mg/dL) ALT AST FA GGT TTPA TPA FIBR UREIA CREAT
8 (U/L) (U/L) (U/L) (U/L) (segundos) (segundos) (mg/dL) (mg/dL) (mg/dL)
Grupo MI MII Ml MII MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII MI MII
Média 76,7 87 28,8 43 39,3 42,5 1233 83,5 3,7 6,5 19,2 13,1 6,2 6 295 261,7 33,7 36,2 0,9 0,9
Mediana 73 85,5 27,5 39,5 35,5 43 82,5 75 3 6 16,2 12,6 6 6 285 260 29 35,6 0,9 0,9
GI Desvio padrio 20,4 17,2 7.9 16,3 10,9 12,5 98,8 33,9 2,3 23 4,8 3 0,3 0,1 110,2 96,2 17,7 8,1 0,1 0,2
Minimo 56,5 70,2 20 27 29 24 36 44 2 4 16 9,8 6 6 170 160 21 26 0,8 0,7
Maximo 109 112,6 42 73 59 59 297 132 8 11 26,5 18,1 6,6 6,2 430 410 69 452 1 1,3
Meédia 72,4 85,5 31 39 36,3 53 78,3 86 2,8 4,7 18,4 12,3 6,1 6,1 390 3083 21 44 0,8 0,8
Mediana 71,4 82,5 29 36 36 53,5 68,5 63 2,5 5 17,6 11,4 6 6 365 285 18,5 434 0,85 0,8
GII
Desvio padrio 8,1 12 8,6 11,7 20 17,4 45,2 75,8 1 1,6 33 32 0,1 0,2 78 57,1 7.8 6,8 0,1 0,1
Minimo 59,3 74,3 20 31 10 27 26 11 2 2 14,7 8,2 6 6 320 260 14 347 0,6 0,7
Maximo 81,2 1054 45 62 69 80 159 231 4 6 233 18,5 6,2 6,5 540 410 33 55,6 0,9 1,1
Efeito de 0,81 0,51 0,16 0,18 0,41 0,98 0,1 0,41 0,02 0,77
interacdo
Valor de p . . 0,01* 0,03* 0,04* 0,35 0* 0* 0,44 0,06 0,01* 0,55
Efeito de dia
Efeito de
grupo 0,67 0,85 0,64 0,57 0,18 0,61 0,93 0,12 0,63 0,16

*Houve diferenca significativa (p<0,05), pelo teste de ANOVA com medidas repetidas;
Nota: ALT: alanina aminotransferase, AST: aspartato aminotransferase, GGT: gama glutamiltransferase, FA: fosfatase alcalina, TTPA: tempo de tromboplastina parcial ativada, TPA: tempo de protombina.
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Tabela 11. Resultados dos testes de comparagdes miltiplas entre os momentos considerados, separadamente para cada grupo do
TIV, indicando diferenca (p<0,05) entre os valores médios de uréia apenas para o grupo tratado (GI)

Grupo Comparacio de interesse Valor de p
GI MI X MII 0,7
GII MI X MII 0

Nota: MI: periodo pré-operatorio, MII: térrmino do periodo de tratamento, GI: grupo trado, GII: grupo controle.

Tabela 12. Resultados dos testes de comparagdes multiplas entre os grupos, separadamente para cada momento avaliado do TIV, ndo
indicando diferenca significativa (p<0,05) nos valores de uréia entre os grupos

Momento Comparacio de interesse Valor de p
MI GIXGII 0,1
MIL GIXGIL 0,1

Nota: MI: periodo pré-operatorio, MII: térrmino do periodo de tratamento, GI: grupo trado, GII: grupo controle.
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Tabela 13. Valores médios dos exames hematologicos de seguranga (neutrofilos bastonetes (BAST), neutréfilos segmentados (SEGM), eosinédfilos (EOS), monodcitos (MONO), plaquetas (PLAQ), hemacias (HEMA), hematdcrito
(HT). hemoglobina (HEMO) e proteinas (PROT)) dos animais do GI e GII do TIV, nos momentos de pré-operatério (MI) e de término do periodo de avaliacdo (MII)

BAST SEGM EOS LINF MONO PLAQ HEMA HT HEMO PROT
(cél/mm’) (cél/mm’) (cél/mm’) (cél/mm’) (cél/mm’) (cél/mm’) (cél/mm’) (%) (g/dL) (g/dL)
Grupo MI MIIL MI MII MI MII MI MIL MI MII MI MIIL MI MIIL MI MII MI MIL MI MIL
Média 405,5 135,2 8161,5 6910,2 534,7 605,8 649 2332,8 374,7 847,7 227166,7 159000 5300000 4948333 41,6 32,7 12,9 10,9 7,6 8,3
Mediana 408 75 7791,5 7781 295 486 562 1912 321,5 739 226000 62000 5535000 5040000 39,3 32,2 13,4 10,8 7,5 8,1
GI Desvio padrio 246,5 166,8 226522 2600,7 546,1 440 677,6 1152,8 342,6 408,6 134249,6 2142559 735391 387526 14,7 3,5 1,8 1,3 0,9 0,6
Minimo 0 0 5852 2625 0 172 67 1274 0 297 20000 52000 4110000 4450000 27,5 29 9,8 9,5 6,4 7,4
Miximo 752 393 11900 9246 1360 1179 1921 4158 776 1441 390000 592000 6050000 5350000 69,8 38,3 14,8 12,8 9 9
Média 404,5 57,5 7730,7 6776,3 537,7 649 22042 3331,8 989 568,67 141500 127000 5870000 5176667 39,2 32,1 12,9 10,5 7,5 7,9
Mediana 4875 26 7516 51525 516 562 23325 23065 793 465 154000 91500 6020000 5320000 40 334 133 L1 71 75
GII Desvio padrao 3352 87,7 2873,5 4556,8 370,2 677,6 1025,9 3164,2 663,1 539,6 107021 108463,8 707870 1236765 3,8 6,8 1,3 2,1 1,1 1,3
Minimo 0 0 4028 4004 160 67 968 780 440 0 17000 35000 4650000 3650000 332 22,1 11,1 7,3 6,2 6,4
Maximo 800 226 11289 15820 1113 1921 3423 9126 2235 1356 285000 319000 6560000 6680000 43,5 39,2 14,4 12,8 9,2 10,1
Efeito de 0.59 092 0.93 0.56 0.52 0.63 081 0.77 08
interacdo
Valor de p 0,00* 0,48 0,32 0,15 0,04* 0,00* 0,12
Efeito de dia
0,73 0,79 0,91 0,57 0,45 0,24 0,64 0,79 0,65

Efeito de grupo

*Houve diferenca significativa (p<0,05), pelo teste de ANOVA com medidas repetidas.
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Os resultados dos testes de seguranga realizados neste estudo esclarecem que a
administracdo do nutracéutico condroprotetor utilizado ndo interferiu negativamente no
organismo dos animais. Tal conclusdo justifica-se pela observacdo de diferenca
significativa entre os momentos de pré-operatério e término do periodo de avaliagdo
apenas para os valores de AST do GII do TI e para os valores de uréia do GII do TIV. As
demais diferengcas obtidas ocorreram de forma independente dos momentos
considerados ou dos grupos, ou ocorreram diferengas entre os grupos somente nos
valores referentes a0 momento de pré-operatorio (MI).

Adicionalmente, a administragdo do nutracéutico ndo desencadeou o quadro de
anorexia e diarréia sanguinolenta relatados por TODHUNTER (1994), MCNAMARA
(1997) e MELO et al. (2003) em decorréncia da administragdo parenteral do sulfato de
condroitina e glucosamina em cdes. Os resultados deste trabalho concordam com os
relatos de HAAN et al. (1994), CHARD & DIEPPE (2001) e MILLER & CLEEG
(2011) , os quais também concluiram que tais substincias ndo estdo relacionadas a
efeitos adversos significativos, sejam eles clinicos, hematoldgicos ou hemostaticos,
quando administrados pela via oral. A diferenca entre os estudos podem estar
relacionadas a via de administracdo e/ou dose empregadas.

Embora a formula¢do nutracéutica de sulfato de condroitina e glucosamina
utilizada neste trabalho possa ser considerada segura, deve-se levar em consideragdo
que as pesquisas com estas substancias diferem entre si quanto as suas formulagdes
farmacéuticas, de forma que ndo existem garantias sobre a concentragdo,
farmacocinética e farmacodinamica destas preparagdes particulares e, portanto, tanto os
resultados benéficos quanto os efeitos adversos ndao devem ser extrapolados para

qualquer formulagao de condroprotetor.
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CONCLUSOES

Com base nos resultados dos exames de seguranca ¢ nas condigdes em que o
presente estudo foi realizado, conclui-se que o nutracéutico condroprotetor, na
formulagdo, dosagem e periodo de administragdo utilizados, ndo ocasionou efeitos

adversos em caes, podendo ser considerado seguro.

Informe verbal: Renato Barros Eleotério. Endereg¢o: Cani & Gatti Clinica Veterinaria,
Rua Dr° René Correa, n°60, Bairro Jardim Madalena, Vargem Grande Paulista, CEP
06730-000, SP — Brasil. Enderego eletronico: renato ufv@hotmail.com. Informagao
cedida em defesa de dissertacdo de Mestrado no Departamento de Veterinaria da
Universidade Federal de Vigosa em 28 de fevereiro de 2011.
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CONCLUSOES GERAIS

Com base nos dados obtidos, foi possivel concluir que o condroprotetor, na
dosagem, formulacdo e periodo de administragdo utilizados neste estudo, pode ser
considerado seguro, porém ndo proporcionou melhora dos sinais clinicos, ndo influenciou na
aparéncia radiografica dos defeitos osteocondrais, ndo possuiu efeito sobre a reparacdo de
da cartilagem articular de cdes. Como os defeitos osteocondrais ndo estavam
completamente reparados até os 90 dias de pos-operatdrio, novas pesquisas devem
prosseguir com periodos de tratamento mais prolongados para avaliar o desfecho do

processo reparativo.
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ANEXO 1

Valores de referéncia disponiveis na literatura e adotados para interpretacao dos

testes de seguranca:

ALT 10 - 88 U/L
AST 10 - 88 U/L
Basofilos Raros
Creatinina 0,6 - 1,6 mg/dL
Eosinofilos 100 - 1490/mm’
Fibrinogénio 200 - 500 mg/dL
Fosfatase alcalina 20 - 150 U/L
GGT 1-10U/L
Glicose 70 — 109 mg/dL
Hemacias 5,5 - 8,5x10%/mm’
Hemoglobina 12,0 - 18,0 g/dL
Hematocrito 37-55%
Linfécitos 1.000 - 4.900/mm’
Monocitos 100 - 1.400/mm’
Neutrofilos bastonetes 0 - 299/mm’
Neutréfilos segmentados 3.000 — 12.000/mm’
Proteinas plasmaticas totais 5,4-7,7 g/dL
Plaquetas 175.000 — 500.000/mm’
Uréia 20 — 50 mg/dL

Tempo de tromboplastina parcial ativada
(TTPA)

Até 10 segundos acima do plasma

controle

Tempo de protombina (TPA)

Maior ou igual a 70% do plasma

controle

FONTE: Manual de Exames Veterinarios 2006-2007. Instituto Hermes Pardini — Divisdo Veterinaria.
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ANEXO IT

. ow REVISTA DE EDUE;’L{IRD CONTINUADA DO CLINICO VETERINARIO DE PEQUENOS ANTMAIS
C’H’HC& k INDEXAGAD

H‘ Veterinaria XV anos * IS Web of Knowledge - Zoological Record

= CAB Abstracts = Latindex

Instrucoes aos autores

Artigos cientificos inéditos, revisGes de literatura e relatos de caso enviados a redagao sdo
avaliados pela equipe editorial. Em face do parecer inicial, o material é encaminhado aos
consultores cientificos. A equipe decidird sobre a conveniéncia da publicacdo, de forma
integral ou parcial, encaminhando ao autor sugestGes e possiveis corregoes.
Para esta primeira avaliagao, devem ser enviados pela internet
(cvredacao@editoraguara.com.br) um arquivo texto (.doc) com o trabalho e imagens

digitalizadas em formato .jpg . No caso dos autores ndao possuirem imagens digitalizadas,
cOpias das imagens originais (fotos, slides ou ilustragdes acompanhadas de identificacdo de
propriedade e autor) devem ser encaminhadas pelo correio ao nosso departamento de
redacdo. Os autores devem enviar tambem a identificacdo de todos os autores do trabalho
(nome completo, RG, CPF, endere¢co residencial com cep, telefones e e-mail).
Os artigos de todas as categorias devem ser acompanhados de versées em lingua inglesa e
espanhola de: titulo, resumo (de 700 a 800 caracteres) e unitermos (3 a 6). Os unitermos ndo
devem constar do titulo. Devem ser dispostos do mais abrangente para o mais especifico (eg,
“cdes, cirurgias, abcessos, prostata). Verificar se os unitermos escolhidos constam dos
“Descritores em Ciéncias de Saude” da Bireme (http://decs.bvs.br/).

Utilizar letra arial tamanho 10, espaco simples. Nao deixar linhas em branco ao longo do texto,
entre titulos, apos subtitulos e entre as referéncias.
No caso do material ser totalmente enviado por correio, devem necessariamente ser enviados,
além de uma apresentacao impressa, uma cOpia em CD-ROM.
Imagens como tabelas, gréaficos e ilustracGes ndo podem ser provenientes de literatura,
mesmo que seja indicada a fonte. Imagens fotograficas devem possuir indicacdo do fotografo e
proprietario; e quando cedidas por terceiros, deverdo ser obrigatoriamente acompanhadas de
autorizacdo para publicacdo e cessdo de direitos para a Editora Guard. Quadros, tabelas, fotos,
desenhos, gréficos deverao ser denominados figuras e numerados por ordem de aparecimento
das respectivas chamadas no texto.
As referéncias bibliograficas serdo indicadas ao longo do texto apenas por numeros
sobrescritos ao texto, que corresponderdo a listagem ao final do artigo — autores e datas nao
devem ser citados no texto. A apresentacdo das referéncias ao final do artigo deve seguir as
normas atuais da ABNT e elas devem ser numeradas pela ordem de aparecimento no texto.
Utilizar o formato v. para volume, n. para nimero e p. para pagina. Ndo utilizar “et al” — todos
os autores devem ser relacionados. Ndo abreviar titulos de periddicos. Utilizar edi¢cdes atuais
de livros. Edigcoes desatualizadas nao devem ser utilizadas.
Com relagdo aos principios éticos da experimentacdo animal, os autores deverdo considerar as
normas do COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal).
Informagdes referentes a produtos utilizados no trabalho devem ser informadas em rodapé,
com chamada no texto com letra sobrescrita ao principio ativo ou produto. No rodapé devem
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constar o nome comercial, fabricante, cidade e estado. Para produtos importados informar
também o pais de origem, o nome do importador/distribuidor, cidade e estado.

Revista Clinica Veterinaria / Redacgdo
Rua dr. José Elias 222 - Alto da Llapa - CEP 05083-030 - Sdo Paulo - SP
e-mail: cvredacao@editoraguara.com.br
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ANEXO III

InstrucOoes aos Autores

A REVISTA:

O periddico Revista Ceres é editado pela Universidade
Federal de Vigcosa (CNPJ: 25.944.455.0001/96) e destina-se
a publicacdo de trabalhos cientificos sobre temas originais
de pesquisa nas areas de producédo e biotecnologia vegetal,
medicina veterinaria, zootecnia, ciéncia e tecnologia de
alimentos, economia e sociologia rural, engenharia agricola
e engenharia florestal. Os trabalhos encaminhados para
publicacdo serdo submetidos a aprovacdo pelo Corpo
Editorial, ap6és a andlise critica de dois revisores
(especialistas da éarea), de um editor associado e da
comissao editorial. A lista de especialistas que colaboraram
em cada volume é apresentada no ultimo nimero publicado
do ano.

Artigos da area animal s6 serdo aceitos se aprovados por
um Comité de Etica. O Comité de Etica do Departamento de
Veterinaria da UFV avaliara os trabalhos recebidos que nao
tenham sido submetidos anteriormente a outro comité de
Etica.

Os artigos aceitos para publicacdo tornam-se propriedade
da Revista Ceres. Os autores sdo responsaveis pelos
conceitos e informagdes neles contidos. Sdo imprescindiveis
originalidade, ineditismo e destinacao exclusiva a Revista.

INSTRUGCOES PARA O ENVIO E TRAMITAGCAO
DOS ARTIGOS :

Os trabalhos devem ser submetidos exclusivamente on line
acessando-se o site www.ceres.ufv.br. Para proceder a
submissdo o autor correspondente deve solicitar seu
cadastramento via e-mail enviado para ceresonline@ufv.br,
informando seu nome completo, CPF, titulo do artigo, area
de atuacdo e instituicdo em que trabalha ou estuda. Os
demais autores devem enviar mensagem eletronica para o
mesmo enderec¢o, indicando sua concordancia com a
submisséo do artigo. Uma vez cadastrado, o trabalho devera
ser remetido, seguindo-se as instrugbes que constam no
icone "envio de artigo™" da pagina inicial. Vale ressaltar que
os artigos fora das normas serdo imediatamente devolvidos
aos autores. Apos receber o protocolo, quando os pareceres
ad-hoc estiverem disponiveis, as correcdes solicitadas
deverdo ser feitas clicando-se no icone "tramitacéo on line".
Na caixa de didlogo que se abre, os pareceres e sugestfes
podem ser vistos clicando-se sobre o namero de protocolo
do artigo, situado a esquerda. As alteracOes e revisdes
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deverdo ser feitas em formato word 97-2003, anexadas no
campo correspondente e enviadas a revista. Apos 0 envio
abre-se uma caixa de dialogo para qualquer observacao que
0s autores julgarem necessaria. Pode-se usar 0 recurso
"recortar" "colar" nesse campo.

Os revisores e editores de area deverdo emitir seu parecer
clicando no icone "tramitacdo on line". Clicando sobre o
numero de protocolo do artigo terdo acesso as versoes
disponiveis, que poder&o ser salvas em seus computadores.
Apos realizar a revisdo, o arquivo corrigido, e em formato
word 97-2003, deve ser anexado no campo correspondente
e enviado a revista. Apos o envio abre-se uma caixa de
dialogo para emissdo de pareceres, questionamentos,
sugestdes etc. Pode-se usar 0 recurso "recortar” "colar"
nesse campo.

TIPOS DE TRABALHOS:

A Revista Ceres publica Artigos, Comunicacdes, Revisdes
(a convite) e Cartas ao Editor.

Artigo: Deve relatar um trabalho original completo, em
que a reprodutibilidade dos resultados esta claramente
estabelecida. O texto deve ter no maximo 25 paginas,
incluindo-se as referéncias, figuras e tabelas.
Comunicacao cientifica: Deve relatar resultados
conclusivos e ndo dados preliminares. E um formato
alternativo para descrever, de forma mais concisa,
resultados parciais de um trabalho mais amplo, ou de
relatar resultados conclusivos baseados em um menor
volume de dados. O texto completo deve ter no maximo 10
paginas, incluindo-se as referéncias, figuras e tabelas.
Revisao: Deve reportar, em profundidade, o estado da arte
de determinado tema, apo6s convite da Comissao Editorial,
sem limite de paginas.

Carta ao editor: Deve retratar, de forma informal, algum
tema técnico-cientifico de interesse da comunidade de
ciéncias agrarias ou bioldgicas. Sua publicacéo fica a critério
da Comisséao Editorial.

ESTILO E FORMATO:

Os trabalhos devem ser redigidos em portugués, inglés ou
espanhol, na forma impessoal. Para ortografia em inglés
recomenda-se 0 Webster's Third New International
Dictionary. Para ortografia em portugués adota-se o
Vocabulario Ortografico da Lingua Portuguesa, da
Academia Brasileira de Letras. Para ortografia em espanhol
recomenda-se o Dicionario de La Lengua Espafiola, da Real
Academia Espafiola. Os trabalhos submetidos em inglés e
espanhol deveréo conter resumo em portugués e vice-versa.
O texto deve ser digitado em Microsoft Word, justificado,
em espaco duplo, fonte Times New Roman, tamanho 12. O
formato da péagina devera ser A4, com margens de 3 cm.
Sugere-se a consulta de artigos publicados recentemente
para maiores esclarecimentos sobre as se¢des contidas em
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um artigo ou comunicacao, descritas a seguir, na ordem de
apresentacao.

SECOES DE ARTIGO OU COMUNICACAO:

Titulo: Devera ter no maximo 15 palavras, centralizadas e
em negrito. Apenas a primeira palavra com a letra inicial
em maiuscula e as demais em minuscula, exceto em casos
pertinentes (p. ex., nomes cientificos; Phaseolus vulgaris).
Se necessério, introduzir nota de rodapé ao seu final,
usando algarismo arabico sobrescrito. Os nomes dos
autores devem ser listados em sequencia e centralizados
abaixo do titulo, por extenso e com letras maiusculas/
minusculas. Cada autor € acompanhado de um algarismo
arabico. Os algarismos também sdo listados, em notas de
rodapé, com o endereco dos autores e a sua instituicao.
Deve estar indicado o autor para correspondéncia com
telefone, fax e e-mail, além do endereco completo.

Rodapé: Deve fornecer informacgdes sobre o trabalho (se
foi extraido de tese ou dissertacdo, etc., e fonte
financiadora) e sobre cada um dos autores: formacéo,
titulacdo maxima, departamento, instituicdo, endereco
comercial (rua, namero, bairro, CEP, cidade, estado, pais) e
e-mail.

Resumo: A palavra "Resumo" Deve ser escrita em letras
maiusculas, alinhada a esquerda. Na linha subsequente ao
titulo dessa sec¢do, o texto do resumo deve ser iniciado com
uma ou duas linhas introdutérias, tendo no maximo 250
palavras em um sé paragrafo.

Palavras chave: Em nimero minimo de trés e maximo de
seis, citadas em paragrafo subsequente ao Resumo,
preferencialmente sem repetir palavras contidas no titulo
do trabalho.

Abstract: A palavra "Abstract” deve ser escrita em letras
maiusculas, alinhada a esquerda. Na linha subsequente ao
titulo dessa secdo deve-se inserir o titulo em inglés,
portugués ou espanhol, conforme o caso, negrito e
centralizado. O abstract e o Resumen devem corresponder
ao resumo.

Key words: citadas em paragrafo subsequente ao Abstract.
Devem corresponder as palavras chave.

Introducéo: O titulo dessa secdo, "INTRODUCAQ", deve
ser escrito em letra maiuscula, alinhado a esquerda. A
introducdo deve ater-se ao problema do trabalho em pauta,
situando o leitor quanto a sua importancia e objetivos,
estando estes ultimos claramente expressos ao final da
introducéo.
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Material e Métodos: O titulo dessa se¢do, "MATERIAL E
METODOS", deve ser escrito em letra maitscula, alinhado a
esquerda. A secao "Material e Métodos" deve ser redigida
com detalhes suficientes para que o trabalho possa ser
repetido.

Resultados e Discussao: O titulo da secéao,
"RESULTADOS E DISCUSSAQ", deve ser escrito em letra
maiuscula, alinhado a esquerda. O texto deve ser claro e
conciso, apoiado na literatura pertinente. Resultados e
Discussao sdo se¢des que podem vir juntas ou separadas.

OBS.: As secdes Material e Métodos, Resultados e
Discussao poderdo conter subsecbes, indicadas por
subtitulos escritos em italico e negrito, iniciados por letra
maiuscula e centralizados.

Conclusdes: O titulo da secio "CONCLUSOES" deve ser escrito
em letra maiuscula, alinhado a esquerda. As conclusdes devem
ser concisas e derivadas dos dados apresentados e discutidos.

Referéncias: O titulo da secdo "REFERENCIAS" deve ser
escrito em letra maidscula, alinhado a esquerda. As referéncias
devem ser listadas por ordem alfabética. Seguem os exemplos:

a) Artigos de periddicos:
Anselme KL (2000) Review: Osteoblast adhesion on
biomaterials. Biomaterials, 21:667-681.

Davies JE & Baldan N (1997) Scan electron microscopy
of the bone-bioactive implant interface. Journal of
Biomedical Material Research, 36:429-440.

Conz MB, Granjeiro JM & Soares GA (2005)
Physicochemical characterization of six commercial
hydroxyapatites for medical-dental applications on
bone graft. Journal of Applied Oral Sciences,
13:136-140.

b) Livros:
Orefice RL, Pereira MM & Mansur HS (2006)
Biomateriais: Fundamentos e aplicagdes. 3* ed. Rio de
Janeiro, Cultura Médica. 538p.

¢) Capitulos de livros:
Costa EF, Brito RAL & Silva EM (1994) Calculos e
manejo da quimigacdo nos sistemas pressurizados. In:
Costa EF, Vieira RF & Viana PA (Eds.) Quimigac¢ao:
Aplicacdo de produtos quimicos e bioldgicos via
irrigagdo. Brasilia, EMBRAPA. p.183-200.

d) Trabalhos em anais de congresso:
Junqueira Netto A, Sediyama T, Sediyama CS & Rezende
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PM (1982) Andlise de adaptabilidade e estabilidade de
dezesseis cultivares de feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.)
em seis municipios do sul de Minas Gerais. In: 1*
Reunido Nacional de Pesquisa de Feijdo, Goiania.
Anais, EMBRAPA/CNPAF. p.47-48.

e) Teses e dissertacoes:
Wutke EB (1998) Desempenho do feijoeiro em rotacao
com milho e adubos verdes. Tese de Doutorado. Escola
Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz", Piracicaba,
146p.

f) CD-ROM:
Franga MHC & Omar JHDH (2004) Estimativa da func¢ao
de produgdo do arroz no estado do Rio Grande do Sul:
1969 a 1999. In: 2° Encontro de Economia Gaucha,
Porto Alegre. Anais, FEE. CD-ROM.

g) Internet: Darolt MR & Skora Neto F (2002) Sistema de
plantio direto em agricultura organica. Disponivel em:

<http://www.planetaorganico.com.br/daroltsist.htm>.  Acessado
em: 23 de abril de 2009.

No texto, citar as referéncias nos formatos: (Autor, Ano), (Autor
& Autor, Ano), (Autor et al., Ano) ou (Silva, 1999; Arariki &
Borges, 2003; Santos et al., 2007), sempre em ordem cronologica
ascendente. A referéncia deve ser citada ao final de um periodo
que expresse uma idéia completa. Quando os nomes dos autores
forem parte integrante do texto, menciona-se a data da publicagdo
citada entre parénteses, logo apd6s o nome do autor, conforme
exemplos: Fontes (1999), Borges & Loreno (2007), Batista et al.
(2005).

Citagéo de citagdo: Todo esfor¢o deve ser empreendido para se
consultar o documento original. Entretanto, nem sempre ¢
possivel. Nesse caso, pode-se reproduzir informagao ja citada por
outros autores. Pode-se adotar o seguinte procedimento: no texto,
citar o sobrenome do autor do documento ndo consultado com o
ano de publicacdo, seguido da expressdo citado por e o
sobrenome do autor do documento consultado com o ano de
publicacdo; na listagem das referéncias deve-se incluir a
referéncia completa da fonte consultada.

Comunicagdo pessoal: Nao faz parte da lista de referéncias,
sendo colocada apenas em nota de rodapé. Coloca-se o
sobrenome do autor seguido da expressdo ‘“‘comunicacdo
pessoal”, a data da comunicacdo, nome, estado e pais da
Instituicao ao qual o autor ¢ vinculado.

NORMAS PARA AS ILUSTRACOES E TABELAS:
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As figuras e tabelas, todas alocadas em paginas individuais ao
final do texto, devem ser numeradas com algarismos arabicos,
ficando a legenda posicionada abaixo nas figuras e acima nas
tabelas. Figuras e tabelas ndo devem repetir os mesmos dados.
Figuras submetidas em formato eletronico devem apresentar
resolugdo minima de 300 dpi, em formato TIFF ou JPG. Toda
ilustracdo que ja tenha sido publicada deve conter, abaixo da
legenda, dados sobre a fonte (autor, data) de onde foi extraida. A
referéncia bibliografica completa relativa a fonte da ilustragdo
deve figurar na secdo Referéncias. As despesas de impressdo de
ilustracdes coloridas correrdo por conta dos autores.

Tabela: O termo refere-se ao conjunto de dados alfanuméricos
ordenados em linhas e colunas. Deve ser construida apenas com
linhas horizontais de separacdo no cabecalho e ao final da tabela.
A legenda recebe inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo
nimero de ordem em algarismo ardbico e ¢ referida no texto
como Tabela.

Figura: O termo refere-se a qualquer ilustragdo constituida ou
que apresente linhas e pontos: desenho, fotografia, grafico,
fluxograma, esquema, etc. Os desenhos, graficos, etc. devem ser
bem nitidos. As legendas recebem inicialmente a palavra Figura,
seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e ¢é referida no
texto como Figura.

CUSTOS:

A publicagdo do trabalho implicard no pagamento de uma taxa de
R$150,00 (além do custo de R$ 50,00 por ilustragdo colorida),
por ocasido do retorno das provas tipograficas. O pagamento
deverd ser feito na forma de Boleto Eletronico, a ser gerado no
endereco www.ceres.ufv.br. De posse do boleto impresso, basta
quita-lo em uma agéncia bancaria ou caixa automatica e envia-lo
por FAX (0XX 31 38992136) a Revista Ceres. Solicita-se
informar, via e-mail, a data e o namero do boleto, quando forem
feitos depositos em que os autores nao sdo identificados (recursos
de convénios, departamentos, coordenagdes, etc.).

o Y5¥ Universidade Federal de Vigosa

118



ANEXO IV

Vo e d | NSTRUCOES AOS AUTORES

MEDIGINA VETERINARIA
C LL,'I' TE'“[-“

Tipos de artigos aceitos para publicacdo
Politica editorial

Preparacao dos manuscritos para publicacéo
Citacdes bibliograficas

Submissédo dos trabalhos

Brazikon Jouma
g Aol 5

ISSN 0102-0935 verséao
impressa
ISSN 1678-4162 versao online

Tipos de artigos aceitos para publicacao

Artigo Cientifico. E o relato completo de um trabalho
experimental. Baseia-se na premissa de que os resultados
sdo posteriores ao planejamento da pesquisa. Sec¢cdes do
texto: Introducdo, Material e Métodos, Resultados e
Discussao e Conclusdes. O numero total de paginas nao
deve exceder a 15.

Relato de Caso. Contempla principalmente as areas
meédicas, em que o resultado é anterior ao interesse de
sua divulgacdo ou a ocorréncia dos resultados ndo é
planejada. Sec¢Bes do texto: Introducdo, Casuistica,
Discussdo e Conclusdes (quando pertinentes). O numero

total de paginas ndo deve exceder a 10.

Comunicacédo. E o relato sucinto de resultados parciais
de um trabalho experimental, dignos de publicacéo,
embora insuficientes ou inconsistentes para constituirem
um artigo cientifico. Levantamentos de dados (ocorréncia,
diagndsticos, etc.) também se enquadram aqui. Deve ser
compacto, com no maximo seis paginas impressas, sem
distincdo das secbes do texto especificadas para "Artigo
Cientifico", embora seguindo aquela ordem. Quando a
comunicacdo for redigida em portugués deve conter um
"Abstract"” e quando redigida em inglés deve conter um
"Resumo".

Politica editorial

Publicar trabalhos cientificos originais (artigos, relatos de
casos e comunicacdes) que sejam de interesse para o
desenvolvimento da ciéncia animal. Ser&do recomendados
para publicacdo somente os trabalhos aprovados pelos
editores, baseados na recomendacdo de dois revisores
cientificos da area pertinente e/ou do corpo editorial.
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Preparacdo dos manuscritos para publicacéo

Os trabalhos devem ser redigidos em portugués ou inglés,
na forma impessoal. Para ortografia em inglés
recomenda-se o Webster's Third New International
Dictionary. Para ortografia em portugués adota-se o
Vocabulario Ortografico da Lingua Portuguesa, da
Academia Brasileira de Letras. Os trabalhos submetidos
em inglés deverdo conter resumo em portugués e vice-
versa.

Os trabalhos e ilustracbes deverdo ser apresentados em
Microsoft Word, folha no formato A4, fonte Times New
Roman tamanho 12, espaco entre linhas 1,5, margens de
3cm, com péaginas e linhas numeradas (numeracéo
continua).

Secdes de um trabalho

Titulo. Em portugués e em inglés. Deve ser o resumo do
resumo e nado ultrapassar 100 digitos.

Autores. Os nomes dos autores virdo abaixo do titulo,
com identificacdo da instituicdo a que pertencem. Deve
estar indicado o autor para correspondéncia com
endereco completo, telefone, fax e e-mail.

Resumo e Abstract devem conter no maximo 200
palavras em um sé paragrafo. Nao repetir o titulo. Cada
frase é uma informacao. Atencado especial as conclusdes.

Palavras-chave e Keywords. No maximo cinco.

Introducdo. Explanacdo concisa, na qual sao
estabelecidos brevemente o problema, sua pertinéncia,
relevancia e os objetivos do trabalho.

Material e Métodos. Citar o desenho experimental, o
material envolvido, a descricdo dos métodos usados ou
referenciar corretamente os métodos ja publicados. Nao
usar subtitulos.
Nos trabalhos que envolvam animais ou organismos
geneticamente modificados deverad constar o niumero do
protocolo de aprovacdo do Comité de Bioética e/ou de
Biosseguranca.

Resultados. Apresentar clara e objetivamente os
principais resultados encontrados.

Discussao. Discutir somente os resultados obtidos no
trabalho.

Obs.: As secdes Resultados e Discussdo poderdo ser
apresentadas em conjunto.

Conclusdes. As conclusdes devem estar apoiadas nos
dados da pesquisa executada.

120



llustracdes. Sdo tabelas e figuras. Toda ilustracao que ja
tenha sido publicada deve conter, abaixo da legenda,
dados sobre a fonte (autor, data) e a correspondente
referéncia deve figurar na lista bibliogréafica final.

Tabela. Conjunto de dados alfanuméricos ordenados em
linhas e colunas. Usar linhas horizontais na separacdo do
cabecalho e no final da tabela. A legenda recebe
inicialmente a palavra Tabela, seguida pelo numero de

ordem em algarismo arabico e é referida no texto como
Tab., mesmo quando se referir a varias tabelas.

Figura. Qualquer ilustracdo constituida ou que apresente
linhas e pontos: desenho, fotografia, grafico, fluxograma,
esquema etc. As legendas recebem inicialmente a palavra
Figura, seguida do numero de ordem em algarismo
arabico e é referida no texto como Fig., mesmo se referir
a mais de uma figura. As figuras devem ser enviadas em
arquivo separado, extensao.jpg.

Agradecimentos. Devem ser concisamente expressados.

Referéncias bibliograficas. As referéncias devem
relacionadas em ordem alfabética.

CitacGes bibliograficas

CitacBes no texto deverdo ser feitas de acordo com
ABNT/NBR 10520 de 2002. A indicacdo da fonte entre
parénteses sucede a citacdo para evitar interrupgcdo na
sequéncia do texto, conforme exemplos:

e autoria Unica: (Silva, 1971) ou Silva (1971);
(Anuario..., 1987/88) ou Anuario... (1987/88)

e dois autores: (Lopes e Moreno, 1974) ou Lopes e
Moreno (1974)

e mais de dois autores: (Ferguson et al., 1979) ou
Ferguson et al. (1979)

e mais de um trabalho citado: Dunne (1967); Silva
(1971); Ferguson et al. (1979) ou (Dunne, 1967;
Silva, 1971; Ferguson et al., 1979), sempre em
ordem cronolégica ascendente e alfabética de
autores para trabalhos do mesmo ano.

Citacdo de citacdo. Todo esforco deve ser empreendido
para se consultar o documento original. Em situacfes
excepcionais pode-se reproduzir a informacgado ja citada
por outros autores. No texto, citar o sobrenome do autor
do documento n&o consultado com o ano de publicacao,
seguido da expressdo citado por e o sobrenome do autor
e ano do documento consultado. Na listagem de
referéncia, deve-se incluir apenas a fonte consultada.
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Comunicacdo pessoal. Nao fazem parte da lista de
referéncias. Na citacdo coloca-se o sobrenome do autor, a
data da comunicacdo, nome da Instituicdo a qual o autor
€ vinculado.

Referéncias bibliograficas

S8o adotadas as normas ABNT/NBR-6023 de 2002,
simplificadas conforme exemplos:

Perioédicos

ANUARIO ESTATISTICO DO BRASIL. v.48, p.351,
1987-88.

FERGUSON, J.A.; REEVES, W.C.; HARDY, J.L. Studies
on immunity to alphaviruses in foals. Am. J. Vet. Res.,
v.40, p.5-10, 1979.

HOLENWEGER, J.A.; TAGLE, R.; WASERMAN, A. et al.
Anestesia general del canino. Not. Med. Vet., n.1, p.13-
20, 1984.

Publicacdo avulsa

DUNNE, H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México:
UTEHA, 1967. 981p.

LOPES, C.A.M.; MORENO, G. Aspectos bacteriolégicos
de ostras, mariscos e mexilhdes. In: CONGRESSO
BRASILEIRO DE MEDICINA VETERINARIA, 14., 1974, S&o
Paulo. Anais... Sdo Paulo: [s.n.] 1974. p.97. (Resumo).

MORRIL, C.C. Infecciones por clostridios. In: DUNNE,
H.W. (Ed). Enfermedades del cerdo. México: UTEHA,
1967. p.400-415.

NUTRIENT requirements of swine. 6.ed. Washington:
National Academy of Sciences, 1968. 69p.

SOUZA, C. F. A. Produtividade, qualidade e rendimentos
de carcaca e de carne em bovinos de corte. 1999. 44f.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) - Escola
de Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte.

Documentos eletrébnicos
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Submissao

{“]mTodo o conteudo do periddico, exceto onde esta identificado, esta licenciado sob uma

QUALITY food from animals for a global market.
Washington: Association of American Veterinary Medical
College, 1995. Disponivel em: <http://www.
org/critcal6.htm=>. Acessado em: 27 abr. 2000.

JONHNSON, T. Indigenous people are now more
cambative, organized. Miami Herald, 1994. Disponivel
em: <http://www.summit.fiu.edu/MiamiHerld-Summit-
Related Articles/>. Acessado em: 5 dez. 1994.

dos trabalhos

A submissado dos trabalhos é feita exclusivamente on-line,
no endereco eletrénico
www.abmvz.org.br

Taxas de publicacao

Taxa de submissdo. O pagamento, no valor de R$30,00,
sera feito por meio de boleto bancario (emitido quando da
submissado do artigo). O autor devera informar os dados
para emissdo da nota fiscal (Nome ou Raz&o Social, CPF
ou CNPJ, Endereco).

Taxa de publicacdo. A taxa de publicacdo de R$55,00, por
pagina impressa, sera cobrada do autor indicado para
correspondéncia, por ocasido da prova final do artigo. Se
houver necessidade de impressdo em cores, as despesas
correrdo por conta dos autores.

[Home] [Sobre esta revista] [Corpo editorial] [Assinaturas]

Licenca Creative Commons

Caixa Postal 567
30123-970 Belo Horizonte MG Brasil
Tel: +55 31 3499-2042
Fax: +55 31 3499-2041

Mail

journal@vet.ufmg.br
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Pagina inicial Artigos publicados Assinatura Indexacdo Consultores

Normas Situacdo do artigo Sobre nds  Submissdo online Taxas

Normas para publicacao

1. CIENCIA RURAL - Revista Cientifica do Centro de Ciéncias Rurais da Universidade
Federal de Santa Maria publica artigos cientificos, revisdes bibliograficas e notas
referentes a drea de Ciéncias Agrarias, que deverdo ser destinados com exclusividade.

2. Os artigos cientificos, revis6es e notas devem ser encaminhados via eletronica e
editados em idioma Portugués ou Inglés. Todas as linhas deverdo ser numeradas e
paginadas no lado inferior direito. O trabalho deverd ser digitado em tamanho A4 210
X 297mm com, no maximo, 25 linhas por pagina em espago duplo, com margens
superior, inferior, esquerda e direita em 2,5cm, fonte Times New Roman e tamanho
12. O maximo de paginas sera 15 para artigo cientifico, 20 para revisao bibliografica e
8 para nota, incluindo tabelas, graficos e figuras. Figuras, graficos e tabelas devem ser
disponibilizados ao final do texto e individualmente por pdgina, sendo que nao
poderdo ultrapassar as margens e nem estar com apresentagao paisagem.

3. O artigo cientifico devera conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés);
Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introducdo com Revisdo de Literatura;
Material e Métodos; Resultados e Discussdo; Conclusdo e Referéncias;
Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisicdo; Informe Verbal, Comité de
Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa envolvendo
seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer de aprovac¢ao
de um comité de ética institucional ja na submissdao (Modelo .doc, .pdf).

4. A revisao bibliografica devera conter os seguintes tdpicos: Titulo (Portugués e

Inglés); Resumo; Palavras-chave; Abstract; Key words; Introdu¢do; Desenvolvimento;
Conclusdo; e Referéncias. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisicdo e

124



Informe Verbal; Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das
referéncias. Pesquisa envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem
apresentar parecer de aprova¢ao de um comité de ética institucional ja na submissao
(Modelo .doc, .pdf).

5. A nota deverd conter os seguintes topicos: Titulo (Portugués e Inglés); Resumo;
Palavras-chave; Abstract; Key words; Texto (sem subdivisdo, porém com introducao;
metodologia; resultados e discussdo e conclusdo; podendo conter tabelas ou figuras);
Referéncias. Agradecimento(s) e Apresentacdo; Fontes de Aquisicao e Informe Verbal;
Comité de Etica e Biosseguranca devem aparecer antes das referéncias. Pesquisa
envolvendo seres humanos e animais obrigatoriamente devem apresentar parecer
de aprovacao de um comité de ética institucional ja na submissao. (Modelo .doc,

-pdf).

6. Nao serao fornecidas separatas. Os artigos encontram-se disponiveis no formato pdf
no endereco eletronico da revista www.scielo.br/cr.

7. Descrever o titulo em portugués e inglés (caso o artigo seja em portugués) - inglés e
portugués (caso o artigo seja em inglés). Somente a primeira letra do titulo do artigo
deve ser maiulscula exceto no caso de nomes proéprios. Evitar abreviaturas e nomes
cientificos no titulo. O nome cientifico sé deve ser empregado quando estritamente
necessario. Esses devem aparecer nas palavras-chave, resumo e demais se¢des quando
necessarios.

8. As cita¢Oes dos autores, no texto, deverdo ser feitas com letras maiusculas seguidas
do ano de publicagao, conforme exemplos: Esses resultados estdao de acordo com os
reportados por MILLER & KIPLINGER (1966) e LEE et al. (1996), como uma ma
formacao congénita (MOULTON, 1978).

9. As Referéncias deverdo ser efetuadas no estilo ABNT (NBR 6023/2000) conforme
normas proprias da revista.

9.1. Citagao de livro:
JENNINGS, P.B. The practice of large animal surgery. Philadelphia : Saunders, 1985. 2v.

TOKARNIA, C.H. et al. (Mais de dois autores) Plantas toxicas da Amazonia a bovinos e
outros herbivoros. Manaus : INPA, 1979. 95p.

9.2. Capitulo de livro com autoria:
GORBAMAN, A. A comparative pathology of thyroid. In: HAZARD, J.B.; SMITH, D.E. The
thyroid. Baltimore : Williams & Wilkins, 1964. Cap.2, p.32-48.

9.3. Capitulo de livro sem autoria:
COCHRAN, W.C. The estimation of sample size. In: . Sampling techniques. 3.ed.
New York : John Willey, 1977. Cap .4, p.72-90.
TURNER, A.S.; McILWRAITH, C.W. Fluidoterapia. In: . Técnicas cirurgicas em

animais de grande porte. S3o Paulo : Roca, 1985. p.29-40.
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9.4. Artigo completo:
O autor deverd acrescentar a url para o artigo referenciado e o nimero de
identificacdo DOI (Digital Object Identifiers), conforme exemplos abaixo:

MEWIS, I.; ULRICHS, CH. Action of amorphous diatomaceous earth against different
stages of the stored product pests Tribolium confusum (Coleoptera: Tenebrionidae),
Tenebrio molitor (Coleoptera: Tenebrionidae), Sitophilus granarius (Coleoptera:
Curculionidae) and Plodia interpunctella (Lepidoptera: Pyralidae). Journal of Stored
Product Research, Amsterdam (Cidade opcional), v.37, p.153-164, 2001. Disponivel
em: <http://dx.doi.org/10.1016/50022-474X(00)00016-3>. Acesso em: 20 nov. 2008.
doi: 10.1016/S0022-474X(00)00016-3.

PINTO JUNIOR, A.R. et al (Mais de 2 autores). Resposta de Sitophilus oryzae (L.),
Cryptolestes ferrugineus (Stephens) e Oryzaephilus surinamensis (L.) a diferentes
concentragdes de terra de diatomacea em trigo armazenado a granel. Ciéncia Rural ,
Santa Maria (Cidade opcional), v. 38, n. 8, p.2103-2108, nov. 2008 . Disponivel em:
<http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=5S0103-
84782008000800002&Ing=pt&nrm=iso>. Acesso em: 25 nov. 2008. doi:
10.1590/50103-84782008000800002.

9.5. Resumos:
RIZZARDI, M.A.; MILGIORANCA, M.E. Avaliacdo de cultivares do ensaio nacional de
girassol, Passo Fundo, RS, 1991/92. In: JORNADA DE PESQUISA DA UFSM, 1., 1992,
Santa Maria, RS. Anais... Santa Maria : Pré-reitoria de Pds-graduacdo e Pesquisa, 1992.
V.1.420p. p.236.

9.6. Tese, dissertagao:
COSTA, J.M.B. Estudo comparativo de algumas caracterisitcas digestivas entre
bovinos (Charolés) e bubalinos (Jafarabad). 1986. 132f. Monografia/Dissertacdo/Tese
(Especializacdo/ Mestrado/Doutorado em Zootecnia) - Curso de Pds-graduacdo em
Zootecnia, Universidade Federal de Santa Maria.

9.7. Boletim:
ROGIK, F.A. Industria da lactose. S3o Paulo : Departamento de Produgdo Animal, 1942.
20p. (Boletim Técnico, 20).

9.8. Informacao verbal:
Identificada no préprio texto logo apds a informacdo, através da expressdo entre
parénteses. Exemplo: ... sdo achados descritos por Vieira (1991 - Informe verbal). Ao
final do texto, antes das Referéncias Bibliograficas, citar o endereco completo do autor
(incluir E-mail), e/ou local, evento, data e tipo de apresentagdo na qual foi emitida a
informacao.

9.9.Documentos eletronicos:
MATERA, J.M. Afecgdes cirtirgicas da coluna vertebral: analise sobre as possibilidades
do tratamento cirurgico. Sdo Paulo : Departamento de Cirurgia, FMVZ-USP, 1997. 1
CD.

GRIFON, D.M. Artroscopic diagnosis of elbow displasia. In: WORLD SMALL ANIMAL
VETERINARY CONGRESS, 31., 2006, Prague, Czech Republic. Proceedings... Prague:
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WSAVA, 2006. p.630-636. Acessado em 12 fev. 2007. Online. Disponivel em:
http://www.ivis.org/proceedings/wsava/2006/lecture22/Griffon1.pdf?LA=1

UFRGS. Transgénicos. Zero Hora Digital, Porto Alegre, 23 mar. 2000. Especiais.
Acessado em 23 mar. 2000. Online. Disponivel em:
http://www.zh.com.br/especial/index.htm

ONGPHIPHADHANAKUL, B. Prevention of postmenopausal bone loss by low and
conventional doses of calcitriol or conjugated equine estrogen. Maturitas, (Ireland),
v.34, n.2, p.179-184, Feb 15, 2000. Obtido via base de dados MEDLINE. 1994-2000.
Acessado em 23 mar. 2000. Online. Disponivel em: http://www.
Medscape.com/server-java/MedlineSearchForm

MARCHIONATTI, A.; PIPPI, N.L. Andlise comparativa entre duas técnicas de
recuperacdo de ulcera de cérnea ndo infectada em nivel de estroma médio. In:
SEMINARIO LATINOAMERICANO DE CIRURGIA VETERINARIA, 3., 1997, Corrientes,
Argentina. Anais... Corrientes : Facultad de Ciencias Veterinarias - UNNE, 1997.
Disquete. 1 disquete de 31/2. Para uso em PC.

10. Desenhos, graficos e fotografias serdo denominados figuras e terdo o numero de
ordem em algarismos arabicos. A revista ndo usa a denomina¢do quadro. As figuras
devem ser disponibilizadas individualmente por pagina. Os desenhos figuras e graficos
(com largura de no maximo 16cm) devem ser feitos em editor grafico sempre em
qualidade méxima com pelo menos 300 dpi em extensao .tiff. As tabelas devem conter
a palavra tabela, seguida do nimero de ordem em algarismo arabico e ndo devem
exceder uma lauda.

11. Os conceitos e afirmacgdes contidos nos artigos serdo de inteira responsabilidade
do(s) autor(es).

12. Serd obrigatério o cadastro de todos autores nos metadados de submissdo. O
artigo ndo tramitard enquanto o referido item nao for atendido. Excepcionalmente,
mediante consulta prévia para a Comissdo Editorial outro expediente poderd ser
utilizado.

13. Lista de verificagdo (Checklist .doc, .pdf).
14. Os artigos serdo publicados em ordem de aprovacao.

15. Os artigos nao aprovados serdao arquivados havendo, no entanto, o
encaminhamento de uma justificativa pelo indeferimento.

16. Em caso de duvida, consultar artigos de fasciculos ja publicados antes de dirigir-se
a Comissao Editorial.

Ciéncia Rural
Universidade Federal de Santa Maria - Centro de Ciéncias Rurais
Prédio 42, Sala 3104 97105-900 - Santa Maria, RS, Brasil
E-mail: cienciarural@mail.ufsm.br
Fone/Fax: (55) 32208698
Fax: (55) 32208695
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