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RESUMO
SEPULVEDA, Rodrigo Viana, D.Sc., Universidade Federal de Vicastho jde 2017
Analise do 6rgéo articulacdo na doenca articular degenerativa em modelo expnental
por ruptura do ligamento cruzado cranial em cédesOrientadora: Andréa Pacheco Batista
Borges. Coorientadores: Adriano de Paula Sabino, Emily Correna Carlo &éigbricio
Luciani Valente.
A doenca articular degenerativa (DAD) € uma doenca croniczardigagem articular. Até
hoje, nenhuma terapia € capaz de regenerar a cartilagem admuificada e nem impedir
totalmente a sua progressao. Posto isso, é necessario oigmmte de seus varios aspectos
patolégicos. Portanto, o0 presente trabalho tem por objetivo aavaiiacro e
microscopicamente aslteracdes ocorridas no modelo de inducgéo cirdrgica da DAD apés a
ruptura do ligamento cruzado cranial em caes. Foram utilizad®x&es, adultos, pesando
entre 15 e 30 Kg. Os animais foram anestesiados e tiveragamelnto cruzado cranial do
joelho direito rompido. Apés 60 dias, foi realizada a eutandsi. feita a analise
anatomopatolégica dos tecidos articulares e apés essa amalisaaa foram coletadas para a
analise histoldgica. A analise anatomopatoldgica revelou fibakasuperficiais e focais de
espessura parcial na cartilagem articular dos condilos feammralato tibial A membrana
sinovial apresentou-se descolorada, espessatean aumento da vascularizacdo. Nenhuma
lesdo macroscopica visivel foi percebida nos meniscos. ndhsea histoldgica, todos os
tecidos articulares apresentaram algum grau de lesdo. A sigperficular apresentou
fissuras restritas a zona superficial e ondulacdes na supedittilaginosa, perda celular na
zona superficial com eventuais agrupamentos. Também foi vistoempaede lacunas vazias
na zona superficial. Ocorreu perda global do conteudo de proteoglieacolageno até a
zona média da cartilagem articular. Houve perda da continua@adeplicacdo déidemark
da cartilagem articular de forma multifde aumento da espessura da placa 6ssea subcondral.
A membrana sinovial apresentou pequenas vilosidades de digtabuigtifocal, aumento da
espessura do revestimento e moderado infiltrado inflamatorio. €déseos apresentaram
perda moderada do arranjo tecidual com discreta perda tecidual,npedérada do conteudo
de proteoglicanos e colageno em ambos 0s meniscos. Portapsdniel observar que aos
60 dias poés-ruptura do ligamento cruzado cranial, um grau leve de [2ADo |s lesdes
uniformes. Por fim, o modelo ndo é util para que o estudo de les@esstopicas seja fejto
porém, permite avaliar a ocorréncia de lesBes microscépicasongsonentes articulares

utilizando a abordagem da articulagdo como um érgéo.



ABSTRACT
SEPULVEDA, Rodrigo Viana, D.Sc., Universidade Federal de Vjcaisly, 2017 Analyses
of the organ joint in degenerative joint disease in cranial cruciatexperimental rupture
model in dogs Adviser: Andréa Pacheco Batista Borges. Co-advisers: AddanBaula
Sabino, Emily Correna Carlo Reis and Fabricio Luciani Valente.
Degenerative joint disease (DJD) is a chronic disease ofrtibalar cartilage. To date, no
therapy is capable to regenerate the damaged cartilage ongpletely impeding its
progression. Therefore, it is necessary to know its variouslogical aspects. Thus, the
present work aims to evaluate macro and microscopittedlghanges occurred in the surgical
model of induction of DJD after rupture of the cranial cruciatemigiat in dogs. Six adults
dogs, weighing between 15 and 30 kg were used. The animals wereetinedtand had
cranial cruciate ligament of the right knee ruptured. After 60 daybanasia was performed.
Anatomopathological analysis of the articular tissues wa®npeed and after this analysis,
samples were collected for histological analysis. Anatomhgbagical analysis revealed
superficial and focal fibrillation of partial thickness in the arfac cartilage of the femoral
condyles and tibial plateau. The synovial membrane presentedodéest,ahickened and with
increased vascularization. No visible macroscopic lesias moticed in the meniscus. In the
histological analysis, all the articular tissues presenteck stegree of lesion. The articular
surface presented fissures restricted to the superficial zoneuaddlations in the
cartilaginous surface, cellular loss in the superficial zork passible groupings. It was also
seen the presence of empty gaps in the superficial zone. Thera @hbal loss of the
proteoglycan and collagen contents up to the middle zone aftibalar cartilage. There was
loss of continuity or duplication of the tidemark of the atécicartilage in multifocal form
and increase of the thickness of the subchondral bone platesyrtovial membrane
presented small villi of multifocal distribution, increased coatinigkness and moderate
inflammatory infiltrate. The meniscus presented moderate losssofe arrangement with
slight tissue loss, moderate loss of proteoglycan content andgenllin both menisci.
Therefore, it was possible to observe that at 60 days posteuptuthe cranial cruciate
ligament, a mild degree of DJD, the lesions being uniform. Finallyniteel is not useful for
the study of macroscopic lesions, but allows to evall@tcurrence of microscopic lesions

in the articular components using the joint approach as an organ.



1. INTRODUCAO

A perdade cartilagem articular é considerada o ponto estrutural pehda doenca
articular degenerativa (DAD), porém, nos ultimos anos, pesju@n demostrado que, na
verdade, a DAD é uma doenca de tods€omponentes da articulacg@pdessa maneira, a
abordagem da articulac&mmo um “6rgacd’ ganhou popularidade. Hoje, consideegue
todosos componentes articulares séo importantes, portanto, qesandosidera a articulacao
do joelho, ndo apenas a cartilagem dos céndilos femodapkato tibial € analisada pasae
avaliar a saude da articulacamas considerase tambémos meniscos,os musculos,os
ligamentos, a membrana sinovial e o osso subcondral que compdemiegiseart

Em 2006, Pritzkeret al. publicaram um guia da Sociedade Internacional de Pesquisa
em Osteoartrite (OARSI) para andlise histologi@DAD, avaliandose qual modelo seria o
melhor para tal propdésito e sugeriu um sistema de graduacéo, estadiamscore, baseados
no exame histologico. Nesse guia, graduacdo é definida como progdesgéofundidade
DAD na cartilagem sendo, portanto, um indice da severidade dmegs® natural de
progressao da DADl4estadiamento é definido como a extensdo horizontal de emeoito
da cartilagemem um determinado compartimento da articulacdo, independentes@a le
existenteem outros compartimentos. Por fim, escore é definido com@kag&o combinada
entre graduacao e estadio,seja, entre a severidade e a extensa

Apesar de util e extremamente simples e didatico, enséssupracitado era falteon
descrever como a analise dos outros componentes adguaveria ser feita; entdem
2010, a OARSI publicou um suplemento cientifico sa®protocolosde analise histolégica
em diversos modelos animais (COO#t al., 2010). Nesses suplementass autores
descreveram o sistema de avaliacdo para a espécie canina que, caTfeistea simplificada,
emuma analise macroscopida articulagéo, observand®a superficie articular, bem como
0 aspecto dos meniscos e da membrana sinovial, e uma anaisscopica que consiste
numa varredura por todas componentes articulares, avaliando-se, por diferentes cods,ac
a arquitetura tecidual bem como a qualidddenatriz extracelular de cada componente.

Consideraseque a sindrome da DAD ¢ a principal manifestacdo das doagisas
degenerativasda cartilagem articular, afetando toda a populacdo mundah alta
prevaléncia. A patogénesda DAD ¢é multifatorial e até hoje ndo completamente
compreendida, envolvendo fatores mecéanicos, genéticos, metsbélde desenvolvimento,
incluindo instabilidade articular, incongruéncia articulagdes articulares e ligamentares,
alteracOes pela idade, obesidade e diabetes (\tI&IE 2012).



A capacidade funcional da cartilagem saud&elsuportar carga é mantida pela
adaptacdo de suas caracteristicas fisico-quimicas, mecamiaaorfolégicas, com um
equilibrio refinado entre sintese e degrdttala matriz extracelula©s fatores anteriormente
citados provocam um desequilibrem tal processo, com aumento da degradacdo dos
componentes da matriz cartilaginosa e liberacdo de debeispago intra-articular, levando a
inflamacdo com aumento da producdo de liquido sinovial na presencmfiltrado
inflamatorio e consequentemente, a dor (FELSON, 20C8m a progressaaa doenca,
ocorre fibrilacdo e erosdew superficie da cartilagem e remodelaghiosso subcondral
(WISE et al., 2013. A inflamacdo eas préprias lesdes geram mais incongruéncia,
instabilidade articular e inflamacéo, perpetuando assimlo ¢icioso que é a progreéssda
DAD (MADRY etal., 2012).

Atualmente, ndo ha nenhum tratamento disponivel que ingppgagressao da DAD e
nem o retorno da cartilagem articuéarseu estado fisiol6gico, apenas o controle deod@
substituicdo dos componentes articulares com proteses, pogeeaumentar a morbidade
(WISEetal., 2012; FELSON, 2013).

A DAD, como ja citado anteriormente, afeta toda a pogd mundial apresentando
alta prevaléncia, sendo a causa mais frequimniecapacidade funcionabs Estados Unidos,
onde aproximadamente 12% da populagéo acima de 60 anos apresetaaras de DAD no
joelho (SURI et al., 2012; WISEet al., 2012). Isso representam custo médio de
aproximadamente 10,3 bile§de dolares por anem diversas modalidades de tratamento,
sendo que o custo relacionado a invalidez e qdegaoducéao laboral pode chegar a 200 mil
dolares por ano por pessoa, consideramdoindividuos que apresentam problemas
relacionados a articulacd@lo joelho (LOSINAetal., 2015.

Um estudo realizado por Figueira Ne#&b al. (2011) em pacientes tratadosm
Unidades Basicas de Saude, demonstrou que o quadro no sistemaddebgasileiro é
semelhante. Outro estudo realizado com daltoSistema de Informacdes Hospitalades
Sistema Unico de Saude (SUS) sugeriu que, apesar da populss@icatresponder apenas a
14,3% do total da populagdo adulta brasileira, ela € respors@vaB,5% das internacdes
hospitalares e 37,7% dos recursos pagos, destgais, a artrose € a sétima causa que mais
onerou SSUS(PEIXOTOetal., 2004).

Além dos gastos financeiros, outro importante componente da icfuéa DADna
populacdo afetada é a reducao na atividade fisica, com redugididede produtiva e diaria

do paciente, com piora expressiva da qualidade de vida (FIGUEIRA MEAIQ2011).



Segundo Teeplet al. (2003),0 desenvolvimentde tratamentos para a DAD exige a
compreendo de fatores biomecanicos, inflamatoérios, genéticos e ataisigpara o0 sucesso
dessas terapias. Posto isso, € necessario o conhechosngdrios aspectos da DA por
isso, os modelos animais ainda sao requeridos paraetatonsequentemente, para o0
desenvolvimentade uma terapia segura e eficd@s mesmos autores afirmaram qos
modelos animaisé indispensaveis para, de maneira controlada e padronizpdajuzir o
desenvolvimento e a progresséo da D&dessa maneira, determir@@melhores momentos
e alvos terapéuticos dentdo ciclo de desenvolvimento e progressi&#odoen@. O modelo
animal ideal € aquele que apresenta um aesiwanutencdo baixo, que exibe a progresséo da
doenca de forma reprodutivel e padronizada ergtiedividuos e que possua uma magnitude
de sinais que seja suficiente para a deteapasgue ndo atinja a perda total da cartilagem
articular de forma muito rapida. Além disso, no modelo ahideal, pequenas mudancas nos
sinais, na progressa@u em qualquer outra variavel, sejam nota@as um curto espaco de
tempo quandcse aplica alguma interferéncia externa como um tratamento,exemplo
(TEEPLEetal., 2003).

De maneira geral, existetrés categorias de modelos animais para DAD: aqueles que
apresentam o desenvolvimento natudal doenca, aqueles que necessitam de inducao
cirirgicaou outro tipo de trama e aqueles que necessitam de aplicagfes intra-articulares de
substancias condrotoxicas pro-inflamatorias (TEEPLEtal. 2013).

Cada modelo animal apresenta vantagens e desvantagens, cootundo,
recomendacdo da Sociedade Internacional de Pesquisa cooar@iste (OARSI), como
exposto por Aigneet al. (2010), quandose almeja a transposicao de resultados para seres
humanos,0s modelos de animais maiores coroe cdes, ovelhas e cavalos sé&® mais
indicadcs.

Portanto, o0 presente trabalho teve como objetivo caractenmacro e
microscopicamenteas alteracdes ocorridas no modelo de inducdo cirargi@adoenca
articular degenerativa apos a ruptura do ligamento cruzado ceamiafes, utilizando a

abordagendaarticulagdo como um 6rgédo, como sugerido pela OARSI.

2. REVISAO DE LITERATURA

Ao considerar a articulagdo como um 6rgdo, conforme propost®Op&t&|, podese
implicar que a rupturdo ligamento cruzado cranial como método indutor de doenicalart
degenerativa nada mais é que um método que causa insudici@&nam Orgao, no caso, a

articulacaado joelho,aopromover instabilidade e sobrecarga mecanica siwemponentes



articulares (COOK, 2010). Dessa forma, consid#oam tecido cartilaginoso da articulagao
joelho, sabeseque a unidade celular € o condrdcito, porém a unidade funcional desse tecido é
o cbndron, que consistan umaou duas células circundadas por matriz pericelular, existindo
entre um condron e outroma matriz interterritorial cuja principal funcdo é a absoredo
redistribuicdo de forgcas compressivas para o0 0sso subcondvakdiaim sistema bioldgico

de suspenséao hidroelastica (POOLE, 1997).

Essa funcdos6 é possiveljdA que a matriz pericelulado céndron, ricaem
proteoglicanos, sofre urfinchago”, em consequéncia da ligacdo dos proteoglicanos com a
agua. Assim, a medida que a carga € aplicada, a matrizlpknicsofre uma deformacéo
elastica e parte da carga € absorvida e parte € redistribudda psso subcondral. Quando a
carga é removidaspressoes de expansao osmotica superam a capacidade dos paoieoglic
emseligaram com a agua e esta € liberada novamente para a matrin@/o potencial para
“inchaco” € criado nos proteoglicanos. Os céndrons ainda possuem ugée fonetabdlica
relacionada a sintese e regulacdo de agrecan, o principal cortgolos proteoglicanos da
cartilagem articular (POOLE, 1997

E importante considerar que o agrupamento de condrdcitos é umaatdsrisiicas
mais marcantes observadas por histologidoenca articular degenerativa (HOSHIY ANGA
al., 2015) e que esses agrupamentos ocorrem frequentemente préximos a risgores
superficial da cartilagem articular. Uma das teorias que erplita fatofoi elaborada por
Schumacheet al. (2002),que propuseram que esse fendmeno perto das fissuras encurtaria a
distancia de difusdo de nutrientes pasacondrécitos,ja que essas células seriams
responsaveis pela tentatidareparar a lesdo da cartilagem e que o fenérdeagrupamento
seria a fase inicialo processo de reparacéo (LO&#al., 2010).

Ademais, Grogart al. (2009) descreveram a ocorréncia de marcadores qautas
progenitoras mesenquimaasn condrécitos obtidos a partir de fragmentos de cartilagem de
articulacbes com DAD e propuseram que ocorre um recrutantmtoélulas tronco
mesenquimais a fim de contribuir para o processo de reparacao.

Ainda, ao observaem diferentes nucleos dentro do mesmo condron, Rotzer e Mohr
(1992) sugeriram queos agrupamentos ocorreram consequéncia da proliferacdo dos
condrécitos, sendo essa hipotese confirmada por outros aatoobservarem a presenga
marcadores de proliferacdo celular nos condrons (HEIgt D, 2001).

Uma outra hipotese que explicaria o fendmeachipercelularidade € a migracéo
celular, como sugerida por Kowt al. (1996) ao observar mudancas no citoesqueleto dos

condrdcitos, porém, ndo esta totalmente confirmada (L&TEL, 2010). Lotzet al. (2010)



concluiram que a intensidade de proliferacdo esta relaci@auegiau de lesdo que o tecido
sustentou e pode estar relacionado a liberacéao de fatoestemento de fibroblastos 2. Esses
autores ainda comentaram que a migracdo das células € Wmefem ainda nao
compreendidan vitro.

E importante considerar ainda que essa resposta adaptativa hiperpléntro dos
condrons tem curta duracédo, sendo seguida por uma hipoceldigrgendo que a autofagia e
apoptose parecem ser a razao para que tal fato aconteca €5&lER015).

O processo de autofagia € um mecanismo celular adaptativie®pouando a célula
€ submetida a um estresse metabdlico alto, principalmentad@uspresenta alta taxa
metabdlica e baixa nutricdo (WHITE & LOWE, 2009).

Em um trabalho sobre a regulagédo do processo de autofagia mga caxécular
degenerativa, Zhangt al (2015) relataram que mTOR, uma molécula supressora de
autofagia, estava aumentada em modelos trauméticos de indac&toenca, porém,
diminuidos em modelos de ocorréncia natural, como a doetigilardegenerativa induzida
por idade, indicando que, no trauma, o processo de apoptossgpamprincipal responséavel
pela hipocelularidade observada na cartilagem hialina.

Contudo, alguns autores demonstraram que a expressao de g@nadomes de
autofagia estava diminuida em individuos com lesdes cantlas e que a observacao de
caspases estava aumentada nesses individuos (BOUDERIE(AUE2016).

Zamli et al (2011) relataram que a apoptose esta correlacionada a hipadadlda
observada na doenca articular degenerativa e ao dano da& mtacelular, porém
propuseram que a apoptose € um evento tardio no desenvolviment@rda doticular
degenerativa uma vez que observaram aumento da espessura da ggacaubsondral
precedendo a ocorréncia da apoptose.

Posto isso, é importante salientar a ideia proposta pangZet al (2016) em um
trabalho mais atual. Esses autores propuseram que o fenétipadicatdie§controlado dos
condrocitos, ou seja, a disfuncdo dos condrécitos seja a paratras da progressdo da
doenca articular degenerativa e ndo a apoptose desséss,célu seja, a apoptose dos
condrocitos seria consequéncia da doenca articular degeneratda causa, porém, ainda
nao ha consenso quanto a esse tema (CHAREIER, 2016).

Os condrdcitos sdo primordiaigm manter saudavel a matriz extradatuda
cartilagem e vice-versa, principalmengen consequéncia da modificacdo enzimatica da
matriz que result&am uma matriz mais rigida, porém, menos eficiente na trasdmike

forcas. A matriz extracelular da cartilagem articularc@nstituida por um gel de



proteoglicanos altamente carregados negativamente queesomémisténcia a compresséao e
uma rededefibras de colageno que conferem resisténcia a tensaodkdhV 2015.

Os proteoglicanos sdo complexos agregados supramolecularesuédostiporum
filamento centralde &cido hialurénico no qual mdltiplos mondémeros estdo ligados,
lateralmente, por uma ligagdo ndo covalente estaddlizeor uma proteina de ligac&0s
mondmeros varianem tamanho, emergemm intervalos regularedo filamento centrade
acido hialurénico e sao formados a partir de uma proteina lcéatrpual irradiam inidmeras
cadeias de glicosaminoglican@s glicosaminoglicanos sao formados por uma longa cadeia
de repeticdo polidimérica de sacarideos como o sulfato déraitima, mais abundante
representando cerca de 60 a 90% dos glicosaminoglicanos, fago sde queratina
(BERTRAND etal., 2010).

Ainda, os proteoglicanos desempenham um importante papalopriedade mecanica
da cartilagem articular por sua capacidade de ligar e reter agudoguaa forgca compressiva
age na cartilagem articular. Essa caracteristica siepancipalmente a dois fatores: a regiao
de fixacdodo glicosaminoglicano que proporciona elevada densidbelearga anidnica
contribuindo para a funcdo osmaética e o tamatdhproteoglicanoja que quanto maior for a
molécula, maior serd a quantidadie regides de fixacdodo glicosaminoglicano
(ROUGHLEY, 2006). Portanto, na doenca articular degenerativdivagem proteolitica
promovida por aggrecanases age de duas maneiras: clivando a ligag&o o
glicosaminoglicano e a proteina central diminuindo a cdpdeiidnicae, consequentemente,
osmoticado proteoglicano e clivando o acido hialurénico, diminuind@armanhodo proprio
proteoglicano.

Duranteas fases iniciais da doenca articular degeneratsaondrécitos apresentam
um perfil de crescimento clonal alto com aumento da quantidade de célgtapadas por
cObndron como uma resposta adaptativa a agressao sofrida p&lo tartilaginoso.
Posteriormente a essa fass,condrdcitos apresentam alto indice de apoptose, incluindo a
liberacédo déL -1, que interrompe o estimulo a proliferag@&rondrécitos. Sabseainda que,
durante essa faske hipercelularidadegs condrécitos apresentanm metabolismo intenso de
sintese e degradacédo que, com a persistdon@atimulo nocivo, culminanda prevaléncia de
fatores de degradacé&o coras metaloproteinases da matriz e agrecanases (GO£%@GIS
2003). AlL-1 apresentam papel important@a interrupcdado estimulo para proliferacédo de
condrdcitos e, senes condrécitos, ndo ha sintese de proteoglicanos. Além disHo;1
também age como um catalisador da acdo da agrecanase RARNIE, 1998)e, dessa

maneira, promove também a degradacéao da matriz.



Segundo Schmidst al (1990) apenas a perda de proteoglicanos ndo parece alterar de
maneira significativa a capacidade da cartilagem articutardistribuir a carga, mas sim
diminui a resisténcia oferecida pelos proteoglicanos gachntima resposta de distribuicéo
de carga mais rapida na rede de fibras de colageno, porém, azrapidesposta é
acompanhada de microdanos na rede de fibras de colageno. Os autoes dfie a fim de
absorver e distribuir as forcas compressivas a que estasajesrtilagem articular depende
da propriedade de sua matriz extracelular em ligar e reter agua. Eatresamesmos autores
afirmam que essa funcdo néo esta unicamente na dependéngicidoglicanos, a rede de
fibras de colageno também age durante a compressdo da cartilagemaramjarantindo
rigidez ténsil, ou seja, a medida que a carga compressiva ebid&cpelo gel de
proteoglicanos, ela é distribuida na rede de fibras de colageno.

A rede de fibras de colageno € o principal componente de suatedtagartilagem
articular sendo esta rede composta principalmente pasfibe coldgendo tipo Il (POOLE
et al., 2002), orientadas paralelamente a zona superficial garantindo miedisi@ncia a
forca de tensdo. Comja dito anteriormente, a rede de fibras de coldgenceageonjunto
com os outros elementos da matriz extracelulam especialos proteoglicanos, a finde
garantir as propriedades mecéanicas da cartilagem articular, especialraergsisténcia a
for¢cas de compresséo e tenséo.

Um dos primeiros sinaide doenca articular degenerativa é o dano a rede de fibras de
colageno e o gel de proteoglicanos, seja, 0 danama matriz extracelularNo tocanteao
colageno, inicialmente, este dano ocorre pela sua desnaturacdo (HOERBI., 1994)e,
posteriormente, € potencializado pela acdoctkgyenases (BILLINGHURS®Et al., 1997).
Uma vez ocorrida a clivagem, o colageno é perdido. Diantdedeadacaalo colageno,
ocorre o estimulo para sua produgéo pelos condrécitos, porém, @ssio ocorre conos
proteoglicanos (RIZKALLAet al., 1992), essas moléculas recém produzidas séo ineficientes
nareparacaalo tecido cartilaginoso (DAHLBERG@t al., 2000). Com 0 aumentip estimulo,
0s condrdcitos sofrem hipertrofia e comecam a produzir colageno Xipode forma
semelhant@oque ocorre no processo de ossificagdo endocondral (MVWARE 2002).

Classicamente, a degradacédo colageno ocorreem consequéncia dacio das
metaloproteinases da matriz, send®&P-13 a que apresenta um papel de destamuie
degradar o colageno ndo apenas na regiao interterriar@ndron,mastambémas fibras
mais distantes (DAHLBERGet al., 2000). Além disso, a acdo ddMP-13 é um dos
estimulos para o processo de hipertrofia dos condrécitos e nzagé@i da matriz
extracelular (WUlktal., 1997).



Diante das mudangas sofridas na matriz extracelular pat ik rede de fibras de
colageno e no gel de proteoglicanos, ocorre 0 estimulo paranexafiiacdo da matriz
extracelular como uma resposta irreversivel ao estimulesmgreontinuo, semelhante a um
processo de metaplasia. Em outras palavras, a continuidageocksso agressor muda o
carater resiliente da cartilagem articular e cria unerradtiva pobre em resistir a qualquer
estimulo mecéanico, o que eventualmente culminara na pevdéedado cartilaginoso
(THIBAULT et al, 2002).

A tidemarké uma membrana basofilica situada entre a por¢cao avascalgorcao
vascular calcificada da cartilagem articular (BON&AB&I., 2005) sendo um importante fator a
ser estudadoa na doenca articular degeneratijfaque a sua rupturau duplicacdo podem
indicar a penetracdo de vasos sanguimegarte avasculado tecido cartilaginoso. Essa
penetracdo é o estagio firdd processo de ossificacdo que a cartilagem sofre nos estagios
finais da doenca. A penetracdo de vasos sanguineos altegardzacdo das fibras de
coldgeno da matriz extracelular piorando ainda mais a ftag#ido tecido cartilaginoso
(REDLERetal., 1975).

Bondeet al. (2005) propuseram quesm circunstancias normais,taemarkgarantiria
um equilibrio entre a tensédo de oxigénio, vascularizagiacédicacdo entres camadas da
cartilagem, garantindam estado de equilibrio quena doenca articular degenerativa, €
perdido. Estes mesmos autores ainda discutem que a dupliziidemarkrepresenta uma
respostado tecidonatentativa de atrasar a invasao vascular e a mineralizacéartilagem
hialina, sendo a ondulacdo ddemark um estado intermediario entre a duplicacdo e a
ruptura, que refletem o estagio final, conforme demonstradOgtmeieretal. (1989).

A placa 6ssea subcondral é uma subdivis&iosso subcondral juntamente com 0 0SS0
subcondral trabecular (GOLDRING & GOLDRING, 2010). A placa Ossea osdlpal
corresponde a uma fina lamela de osso cortical imediatanadr@ixo da cartilagem
calcificada apresentando canais para penetracdo de vagofnsas e nervo®s quais sao
direcionados a cartilagem calcificada (MADRYal., 2010).

A distribuicdo desses canais no osso subcondral dependeoetive fatores, da
magnitude da forca compressiva transmitida da cartilagem pasaoco(MILZ et al., 1994),
sendoos canais preferencialmente localizados onde a magnitudergke é maior, estando
mais finos e ramificados nas regi@ms que a placa 6ssea é mais espessa e mais largos onde a

placa 6ssea € menos espessa.



J& o osso subcondral trabecular exerce importante funcdo roa@mabsorver a
carga transmitida pela cartilagem articular, sendo mais pono&tedolicamente ativabo que
a placa 6ssea subcondral (MADRYal., 2010).

A unidade funcional criada pelo intimo contato entre a ageth articular e o 0sso
subcondral € chamada de juncdo osteocondral (SURI & WALSH, 2012)pqesponde a
regido da cartilagem calcificada até o osso subcondral (LY&MNE, 2006). Alteracbesm
qualgquer um dos tecidos, cartilageou osso, ir4 alteraras propriedades dos outros
componentes da juncao osteocondral (GOLDRING, 2009).

O aumento do volume do osso subcondral é um sinal clarcABe(WANG et al,
2010), porém, de acordo com Inteetaal (2010), este sinal pode ser observado apenas nos
estagios finais da doencga. Nos estgios intermediandg, ger observado tanto o aumento,
guanto diminuicdo desse volume, porém de acordo com Li e A$p8i@n), a mineralizacao
do osso subcondral deve ser considerada na doenga articularrdidg@n@ que ela pode
estar perigosamente diminuidadoenca articular degenerativa.

Mansell e Bailey(1998) demonstraram quea doenca articular degenerativa, a razao
entre a quantidade de calcio e colageno é redmzaidaatriz extracelulado osso subcondral
contribuindo para uma baixa resisténcia (LI & ASPDEN, 1997).

Day et al. (2001) propuseram que o aumentd@ espessura da placa éssea é uma
resposta adaptat ndoao estimulo agressor (por exemplo, a sobrecarga), mas sinxa bai
mineralizacdalamatriz 6sseagu seja, o estimulo agressor alteraria o equilibrio ofstito
e osteoclastico naturalo tecido 0sseo e esse desequilibrio seria a compensadaleom
atividade osteoblastica levand®@ aumento da espessura da placa éssea as custas de uma
matriz mineralizada resistente.

Li et al. (2013) descreveram como a les@lo osso subcondrade manifesta nas
diferentes fases da doenca articular degenerativa, de modoicjaknenteas microfissuras
atuam como um estimulo para o inicio da remodelacdo Oaksa,de promover uma
comunicacao fisica entre a cartilagem e o osso. Aaslajicrofissuras causam lesdao aos
canaliculos 06sseos, induzindo a reabsor¢do osteoclaspiced forma de reparo das
microfissuras, culminando inicialmente com diminuicdo da espasdo osso subcondral.
Posteriormentena tentativade equilibrar a alta atividade osteoclastica promovida pelas
microfissuras, ocorre o aumento da atividade osteoblastipae culmina com o aumenta
espessura do osso subcondral.

No desenvolvimento da DAD, fragmentos microscopicos de cgtilapodem ser

liberados pela superficie cartilaginosa danificada, os quais froensas no liquido sinovial e
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acabam aderindo a membrana sinovial, onde ocasionam uma reac¢@padest@nho com
uma resposta inflamatoria caracterizada como sinovite (BERENBAOWPR). Essa sinovite
€ caracterizada por hiperplasia das células de revestimemtgroliferacéo de fibroblastos,
vascularizgéo, infiltrado linfocitico, infitrado mononuclear e formacdo de aglega
linfoides perivasculares (LOTZ, 2012). Além disso, a inflamac&oetabrana sinovial ainda
pode ativar condrocitos da zona superficial da cartilagem a produziP,MMmentando a
degeneracgéo da cartilagem articular (BERENBAUM, 2012).

Outras alteracfes importantes que ocorrem durante a DA&S EEdes nos meniscos.
Os meniscos sdo formados principalmente por condrocitos circurpladoslageno tipd, os
fibrocondrécitos, esé responsaveis por impedir 0 movimento cranial da dbiaelacdoao
fémur, juntamente com o ligamento cruzado craaiéh da distribuicdo de forcas que atuam
na articulacdo. Sendo assim, a perda de tecido meniscabnaau € ocasionada pela DAD,
na grande maioria dos casos por sobrecarga compartimeatarticulacdo. Estudos
demonstraram que a perda de dé8meniscoja resultaem um aumento de 65%o pico de
forcado estresse de contato, enquanto que a perdadtotaénisco ocasiona um aumento de
235% no pico de forca.

Os mecanismos moleculares no menisco que culminam com sua egensio
semelhantes aos que acontecem na cartilagem articuldueninquebrala matriz proteica,
fibrilacdo, aglomergdo celular, calcificacdo e morte celular. Nos estagiasais ocorre a
fibrilacdodo tecido meniscal acometendo primeiro a zona avass@ado o corno cauddb
menisco a parte mais afeta#da com a permanéncido estimulo nocivo, pode ocorrer
subluxacao e ruptura completa menisco que altera a biomecanica e o ambiente articular,
culminando com a DAD (MADRtal., 2013.

Clinicamente,as lesbes nos meniscos tém uma distribuicdo bimodal; augia
acometem individuos jovens, ativos e com articulacdo saldda qual o menisco
eventualmente fica preso entre o condilo femoral e o plato tibidbsgds excessivas. Nesses
casos, 0 menisco geralmente sofre uma ruptura que € verticaledgzs fibrasde colageno,
sendo essa lés a maiscomum. Ainda, a ruptura pode ocorrer perpendicularmasfiédras
de colageno. Tanto a ruptura longitudinal (vertical e paralslabras) quanto a ruptura
transversal (perpendiculas fibras), s sintomaticas e possuem tratamento cirdrgieo,
grande maioria dos caseseventualmente, culminardo com o desenvolvimento de DAD
articulacdoem questdao (ENGLUNDet al., 2009). Ainda existem aquelas que acometem
individuos mais velhos, menos ativos e com uma articulg&mente, podendo ela ser

sintomatca ou ndo. Nesses casass lesdes originanse ndo de forgcas excessivas come
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situacdo supracitadanas de forcas normais e repetitivas agindmn um meniscoja
comprometido.As principais lesdes encontradas nesses casos Sao rupturasnth;z
rupturas obliquas (também chamadadiajes), rupturas complexas (combinacao de lesdes),
maceracdou a completa destruicdo (NOBLE & HAMBLEN, 1975).

Outro ponto importante observado a ser considerado @sdgsbes meniscais ndo sdo
uniformes, sendo a porcao caudal menisco mediafoi a mais afetada (MARTIt al.,
2006; FRANKLIN et al., 2010). Sabse que pela anatomia e biomecanica da articulacao
canina, o menisco medial é usualmente o mais afetado euwaggslocamentda tibia na
rupturado ligamentocruzado cranial. ISso ocorre uma vez que este é maisladedapsula
articular e ndo possui o ligamento meniscofemoral como rusow lateral, dessa forma, o
menisco medial ndo acompanha o movimento de deslocamento @wonenisco lateragd,

portanto, esta mais propenso a sofrer a compressao (FRANKRIN 2010).

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Aspectos éticos

Este estuddoi realizadcem estrita conformidade coasrecomendacdes da legislacéo
brasileira (Lei n°® 11.794, de @& outubro de 2008), Resolu¢cdes Normativas editadas pelo
Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONCEA/MCTI) astradéd Diretriz
Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de AningaisAtividades de Ensinou de Pesquisa
Cientifica eas Diretrizes dePratica da Eutanasia recomendada pelo CONCEA/MCTI. O
protocolofoi aprovado pela Comissdo de Etaa Uso Animal da Universidade Federal de
Vicosa (CEUA/UFV), nimero de permissédo: 82/2012.

3.2. Sele¢éo dos animais

Foram utilizados seis caesés machos e trés fémeas, castrados, s definida,
adultos, pesando entre 20 e B, com idade estimada entre trés e seis adesanimais
foram alojadosem baias individuais no Canil Experimentid Departamentale Veterinaria
da Universidade Federal de Vicossm periodode adaptacdo de 30 didsi realizado com
cada animal. Eles receberam aguhlibitum e racdo comercial duas veze® dia. Ainda
receberam tratamento contra ecto e endoparasitas.

A triagem dos animaifoi feita baseada no exaroknico geral, ortopédico especifico
e radiogréafico. Para o exame ortopédifm, utilizado o sistemale pontuagdo proposto por

Muzzi et al. (2009), requerendo apoio norma&m estacé, auséncia de claudicagd@m
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caminhada e corrida e ausénaile crepit€do a flexdo e extensdoda articulagcéo

femorotibiopatelar, o que corresporatevalor 1nareferida escala que vde 1 a 5.

3.3. Procedimento cirdrgico

Para o procedimento cirirgico, cada anifoalsubmetido a jejum sélido e liquido de
12 horas e recebeu terapia antimicrobiana profilatica (c@fazsbdica 20 mg/kg, pela via
intravenosa), 30 minutos antes da inducdo anestéSisaanimais foram sedados com
associacdo de acepromaz(®e05 mg/kg) e sulfato de morfingd,5 mg/kg), ambos pela via
intramuscular. A inducdo anestésiéai realizada com propofo6 mg/kg, pela via
intravenosa) e a manutengao com isoflurano dileildd00% de oxigénio pela via inalatoria
emcircuito com reinalacdo parcial de gases. Adiepromover melhor analgesia trans e pés-
operatoriafoi feito um bloqueio regional pela associagéo de liadwaa@i mg/kg), bupivacaina
(1 mg/kg) e sulfato de morfin®,1 mg/kg) pela via epidural.

Em procedimento assépticpi realizada a abordagem craniolateral da articulacédo
femorotibiopatelar direita conforme descrito por Piermagteil. (2009). Apds a artrotomia
lateral, o ligamento cruzado cranial identificado e rompido com auxilio de uma tesoura de
Metzenbaum fina-fina e confirmado pelo deslocamento cranidbi@eetn relacdoao fémur
(movimento de gaveta positivo).

A capsula articular e o retinaculo lateral foram suturadms fio de nailon 0, no
padédode Sultan. O tecido subcutanfeo suturado com fio de 4cido poliglicélico 2-0, padrao
simples continue, a pelefoi suturada com fio de nailon 2-0, padrdao Wolff.

No pOs-operatoriops animais receberam cloridrato de trama@aing/kg) a cada oito
horas, pela via subcutanea, durante cinco dias para analgasid) &ias pos-operatorios, a
ferida cirargicafoi higienizada, uma veaodia, com solucao fisiologica estérif@ feito um
curativo com faixade crepe e esparadrapo. Todos 0s animais usaram colar elisalnesse
periodo. Ainda durant®s 10 primeiros dias de poés-operatério, a ferida cirlrdimia
examinada quanto a hemorragia, secrecdo purulenta e deiscéndiaraesendo classificada
empresent®u ausente para cada parametro.

Durante todo o periodo experimentad,caestinham acesso @am patio de piso rugoso
onde eram permitidos passeios guiados por coleira durante 1®sniiéitios.Os caeseram
estimulados a apoiar o membro operado e recebiam reforgwgpasm petiscos e incentivo
verbal toda vez que o faziam. Duraoepasseios, eram realizados ciclos de cinco minutos
compostos por caminhadas leves durante dois minutos segoidasrpdas leves por trés

minutos, sempre respeitando o lindi@animal.
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3.4. Andlise anatomopatoldgica

Aos 60 dias pos-indidio da DAD, os animais foram anestesiados conforme descrito
anteriormente e uma nova artrotonfi@ realizada para avaliacdo anatomopatoldgica e
posterior coletale fragmentos para analise histolégica.

A avaligdo anatomopatoldgicdoi feita por meio da observacdo das éssda
superficie da cartilagem articulana membrana sinovial e nos meniscos. Toda a analise
anatomopatoldgica seguiu o sistema de pontuacao proposto poet@b@r010).

Em seguida, procedese com a coleta dos condilos femorais, platé tibial, swoE e
membrana sinovial para analise histologica. Depois de realizadéeta, €oi realizada a
eutanasia dos animais por sobredose anestismapofol seguida por aplicacdo intravenosa

de cloreto de potassio.

3.5. Andlise histolégica

A andlise histoldgica da articulacdo e a graduacao das lés@en feitas com base
nas orientacdes de andlise propostas pela OARSI, confocoraerdacdo de Pritzket al.
(2006) e Cook et al. (2010). O processamento histolégico seguais recomendacbes de
Schmitzetal. (2010).

Para andlise da supeiéiarticular e da placa 6ssea subcondral foram consideradas
guatro regides de interesse: condilo femoral medial (CFMjdimbfemoral lateral (CFL),
platd tibial medial (PTM) e platé tibial lateral (PTIDe cada regidde interesse da superficie
articular, duagaminas com distancia de trés milimetros esirioram feitas e encaminhadas
para coloragéo.

Seguindoas recomendacfes de Codt al. (2010) e Schmitzt al. (2010), trés
coloracbes fam feitas: hematoxilina-eosina para andlise da arquiteturadutdcie
caracteristicas celulares, Safranina O para arddisenteudo de proteoglicano$&rosirius
red para analisdo contetdo de colageno. Esté ultifbaanalisadam microscépio com filtro
de luz polarizadaJa o grau de lesdo na superficie articuiair avaliadona coloracédo de
hematoxilina-eosina e incluiu a eventual presedearesenca de fissuras erosoes, e sua
extensao, além da lesdo nos condrocitos, incluindo agrupamentose e perda celuldto
tocanteao conteudo de proteoglicanos, e$fté avaliado pela coloracdo de Safranina O e
consistiuna observacdo da diminuicéia coloracdo referente a esse conteudo dentro das
zonas superficial, média e profunda da cartilagem articulaan@lise do conteddo de
colageno pela coloracai® Picrosirius redconsistiuna observacdo da perda da integriddde

colageno nas zonas superficial, média e profunda da cartilagemlaa, enquanto que a
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integridade daidemarkda cartilagem articulaioi avaliada na coloracdo de Safranina O e
consistiuna observacao da sua eventual perda e/ou sua duplicacédo. Ptwifawaliada a
placa 6ssea subcondr@ coloracdo de Safranina O e sua espessuanqm, foi mensurada
no programa computacionslicrometrics SE Premium

Para a analise da membrana sinovial, cortes histologicos feedimados nas regiées
medial e lateral da articulacdo e corados por hematapelosina. As caracteristicas das
células de revestimento (camada de células), a caractalistiegestimentghiperplasia) eas
caracteristicado infiltrado celular foram consideradaa avaliac#®.

A andlise histologica dos meniscos lateral e meftialfeita em trés fragmentos
coletados de cada terco (cranial, médio e caudal), que fordradagaquanto a arquitetura
tecidual e resposta proliferativa na jun¢cdo menisco-sinégrados por hematoxilina-eosina,
perdado conteudade proteoglicanos pela coloracdo de Safranina O e pyd@antetdo de

colageno pela coloragéo Berosirius red

3.6. Analise dos dados

Apo6s analise das duas laminas das regifes de interesse da isupeitidar, o grau
de lesdo atribuido a cada urf@ convertidoem mediana e esse valéoi utilizado para
atribuir o grau de leséo da regiao de interesse da superficie articular.

Para obtencédalo grau de lesdo da membrana sinovial, lateral e medial, e dos
meniscos, lateral e medidbi realizada a soma dos valores atribuidos a cada parametro
analisadoNo caso dos meniscos, ainda foram somamogalores atribuidos a cada regiao
(cranial, média e caudal).

A escala maxima de leséam cada parametro para cada regido de interesse da
articulacao consistiu na soma dos valores maximos atoblddcada parametro analisado,
conforme representadmtabela 1.

Para obteng&do graude osteoartrite dos animais, primeiro dividig-a articulagao
em dois compartimentos transversais: medial e laterafodat realizada a soma da média
dos valores atribuidos a cada estrutura presemteada compartimento. O grau geral de
DAD dos animais consistiu na soma dos valores atribuidescampartimentos medial e
lateral.

Para fins de comparacdo nas estruturas analisaslaajores maximos obtidos para
cada regiao de interesse da articulagédo foram convedidg@orcentagem de acometimento
dentro da escala maxima para cada regido e analisadoggieldANOVA seguido pelo teste

de Tukey.
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Osvalores obtidoem cada regiona andlise anatomopatolégica e para cada regiao de
interesse da articulacdwm analise histolégica foram analisados por ANOVA para medidas
repetidas. Ainda foi realizado o teste de correlacdo derfSaracomos valores obtidos de
cada analise e o teste Wilcoxon para comparars compartimentos medial e lateral.

Todosos testes foram realizados utilizando o progré&manaPlotversédo 11.0 e, para

todosostestes realizados, o nivel de significancia considei@dte 5%.
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Tabela 1: Grau atribuido a severidade maxima das legbesada parametro de cada regido de intereasmnalise da inducdo da doenca
articular degenerativa no joelho déesapds a ruptura experimentdb ligamento cruzado cranial na abordagem proposta pela Sociedade

Internacionatle Pesquis@&m Osteoartrite (Adaptado deooketal., 2010)

Severidade . . Severidade . Severidade
maxima da Severidade Severidade maxima da Severidade maxima da
~ maximada maxima da ~ maxima da ~ ~ Severidade maxima em cac
les&o na ~ ~ les&o no ~ les&o na placi " :
. les&o nos les&o nos ., lesdona regiao de interesse
superficie L . conteudo de : Ossea do oss
: condrécitos proteoglicanos . tidemark
articular colageno subcondral
CFM 12 12 12 12 9 9 66
CFL 12 12 12 12 9 9 66
PTM 12 12 12 12 9 9 66
PTL 12 12 12 12 9 9 66

Severidade méaxima em cac
regido da membrana sinovic
MSM 12 6 18
MSL 12 6 18

Severidade maxima da lesdo tiamg cells Severidade maxima do infiltrado inflamator

Severidade maxima da perc

) . - Severidade maxima da lesé Severidade maxima da lesé Severidade méaxima em cac
tecidual e proliferacao

tecidual no proteoglicanos no contetdo de colageno menisco
MM 18 9 9 36
ML 18 9 9 36
Grau
maximo 372

Legenda: CFM = condilo femoral medial; CFL = condilenégal lateral; PTM = platdé tibial medial;, PTL = patibial lateral; M6M =

membrana sinovial medial; 8L = membrana sinovial laterdfM = menisco mediaML = menisco lateral.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Analise clinica e anatomopatoldgica

Em nenhum momento pos-ruptudo ligamento cruzado cranial, algum animal
apresentou hemorragia, deiscérmiequalquer tipo de secrecéa ferida cirdrgica. Contudo,
todos apresentaram dor leve durardgérés primeiros dias a qufai combatida com o uso de
analgésico.

O exame ortopédico revelou auséncia de crgfatadurante todo o periodo
experimental e claudicacao variavlla primeira semanaps animais apresentavase-sem
apoiar o membro operado, porém com refor¢o positivo e pasdi@igos, a partido oitavo
dia todosos animais estavam apoiando o membro operado. A plrtiecimo quarto dia, o
grau de claudicacao estabilizouesa dois (em uma escala maxima de cinco) para todos
animais, que segundo a escala proposta por Mazi (2009) corresponde a ausénda
claudicagdoao caminhar, mas claudicacdo intermiterde correr. Todosos animais
apresentaram o deslocamento cranial anormal da dibiaelacdoao fémur no exame
ortopédico (testde gaveta positivo), tipico da ruptura do ligamento cruzado cranial.

A andlise anatomopatolégica da cartilagem apresentou usneede dois (em uma
escala maxima de quatro) pasquatro regides de interesgbndilo femoral medial (CFM),
condilo femoral lateral (CFL), plato tibial medial (PTM) plato tibial lateral (PTL)Tal
escore refersea fibrilacdes superficiais e focais de espessura parcial nagentlarticular
dessas regides como proposto por Cetad. (2010). Nao houve diferenca quaatmgrau de
acometimento das estruturas (p > 9,05

J4 a ardlise anatomopatolégica da membrana sinovial revelou que ¢sdsimais
apresentaram algum grau de leséo, variando enti@ cinco €muma escala de zero a cinco)
tanto na porcéo lateral quanto na medial. Nao houve d@arentre o acometimento da
porcdo medial e da porcao lateralj seja, ambass por¢cdes foram afetadas de forma
semelhantgp > 0,05). Ainda,as lesdes observadas membrana sinovial apresentaram a
mediana de dois, 0 que, no sistema de avaliacdo propas@opket al. (2010) referese a
um envolvimento difuso com discreta descoloracdo, apresentapdesamento evidente e
notavel aumento da vascularizaca

A analise anatomopatolégica dos meniscos apresentdiamaeigual a zercem uma
escala que varia de zero a cincofe mouve diferenca quantmgraude lesdo entr@s tercos
cranial, médio e caudal, tand® menisco medial quanto lateral(p > 0,05). A mediana de

zero corresponde a nenhuma lesédo macroscopica visivel.
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No presente estudo, nenhuma lesdo macroscdpicabservada nos meniscasas
esperavae que diantedlo modelo utilizado, algum grau de lesdo fosse encontragi@aniz o
deslocamento cranial anormal da tibrarelacacao fémur, como consequéncia da ruptdea
ligamento cruzado cranial, o menisco fica aprisionado ent@ilo&femoral e o platé tibial, o
gue acarretaria algum grau de lesao (MAREt@lI., 2006). Portanto, era esperado que forcas
compressivas e de cisalhamento agissem sobre o menisco, caus@eslmksroscopicas nos
meniscos. Contudo, a falta de les@meniscais macroscopicas pode ser explicada pela
natureza da lesd@mu seja, primeiro 0 menisco passa por um processo degenecativo
desarranjo das fibras, como vigta analise histolégica que, posteriormente, causara uma

lesdo macroscopica.

4.2. Analise histologica da superficie articular e dos condrocitos

A analise histologicala superficie articular revelou uma mediana de neve yma
escala de severidade maxima de 48) ndo havendo difermoa® grau de acometimergfo
> 0,05) para todaasregides de interesse.

A mediana de nove, nesse estudo, corresponshe @mprometimento multifocala
cartilagem articular apresentando fissuras restritas a goperficial e ondulacbesa
superficie cartilaginosa. A figura 1 exemplifica o resultad@meinadona analise histoldgica
da superficie articular.

A ocorréncia de fissurasa zona superficial da cartilagem articular € um achado
esperado nos modelos de inducdo da DAD, incluindo a ruptura egp&lmo ligamento
cruzado cranial (MAERZ2t al., 2016) e tal fato parece estar diretamente relacionaaade s
dos condrocitos. Elsaiet al. (2015)demonstraram quearuptura experimentalo ligamento
cruzado cranial, citocinas proé-inflamatérias diminuem a prodwédubricina e este
correlacionase diretamente com a ocorréncla fissurasna zona superficial. Dessa forma, o
modelo de indugéo paoupturado ligamento cruzado craniain cdesao final do periodo de
avaliacaofoi capazde produzir alteracées no funcionamento dos condrdcitos, proventm
alterando a producéo de lubricina, a ponto de fissuras aparecereomaxauperficial das
regides articulares analisadas.

A andlise dos condrdcitos revelou perda celular na zonafisiglecom eventuais
agrupamentos de duas a trés células, tendo um acometimeatodaartilagem articular
(Figura 2). Essa alteracdo corresponde a uma mediana de qemtrom@ escala de

severidadele 48) também para todasregides de interesgp > 0,05).
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Figura 1: Fotomicrografiadasuperficie articulado platd tibial lateral deim cé&o 60 dias apds

a ruptura experimentalo ligamento cruzado cranial como modelo de inducéo cirtgca
doenca articular degenerativa. Notar a presdegana fissura restrita a zona superficial (seta
preta). Hematoxilina-eosina.

Figura 2: Fotomicrografia da superficie articular do platé tibial lateral (Ajeelial(B) deum
cdo 60 dias apods a ruptura experimemtalligamento cruzado cranial como modelo de
inducdo cirdrgica de doenca articular degenerativalNotar lacunas vazias evidenciando

perda celular na zona superficial e presenca de pequenos agruparekitdoeyseta preta).
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Hematoxilina-eosinaB. Notar a presenca de grandes agrupamentos celulares comcarese
de necrose (seta branca). Hematoxilina-eosina.

Neste experimento, o fator agreséosobrecarga focal devido instabilidade articular
promovida pela rupturdo ligamento cruzado cranial) € um fendmeno contieymortanto,
houve uma resposta evidedtetecidonatentativa de adaptaeao novo sistema de forgas a
gue estava exposto, por exemplo, o agrupamento de condroeibese$uetal fenbmeno e
uma resposta fisiolégica a uma agressdo sofrida pela cartilagemlar na tentativa de
adaptaciao processo agressor atraviés um processo hiperplasico (LOT&t al., 2010).
Contudo, a ineficiéncia dos condrdcitesn produzir uma matriz competente diante da
continuidadedo processo agressor apenas piora o esthmldecido, 0 que somado a
continuidade da agressao, amplifica a lesdiecido cartilaginoso.

Ainda, no presente estudo, a observagcéao de agrupamentius t#moevidente quanto
a relatada por outros estudos (HOSHIYAMAal., 2015), porém, diferente do descrito por
outros autores (MARTIt al., 2006), neste estudo, aos 60 dasrespostas teciduais aqui
observadas ocorreram diante den apoio espontaneo e gradual, respeitando o limite
individual de cada um e nédo de forma forcada, o que poderia induziragpasta mais
severa.

E importante notar que a hipercelularid@te resposta a agressdo tem curta duragio
no processo adaptativalo tecido cartilaginoso, sendo seguida pelo processo de
hipocelularidadeem um evento sequencial, conforme relatado por SHEMl. (2015).
Portanto, a baixa observacée agrupamentos e a observacdo mais proeminente de lacunas
vazias no presente estudo poderiam indicar que aos 60 dias aqhscdo da ruptura do
ligamento cruzado cranial como modelo indutor de DAD, a ocoiaé&e hipocelularidade é
um evento primario quando comparamagrupamentapu seja, sugerseque neste modelo,

a reposta celular dos condrécitos ndo € um evento sedguemaEa Sim um evento
independente relacionado a sobrecarga articular promovida gébilidade articular, no
entanto, é necessario o estudo seriado para confirmar esseéipote

White e Lowe(2009) demonstraram que diantke um alto estresse metabdlicas
células podem iniciar o processo de autofagia, como umniseoa protetor. Diante disso,
podese considerar ques condrdcitos podenter regulado seu metabolismo diminuindo o
consumo e priorizando a sintese de componentes da maiitago@osa,ou seja, organizando

uma resposta adaptativa.

4.3. Andlise histoldgica do conteude proteoglicanos e colageno
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A avaliagdo histologicalo conteddo de proteoglicanos revelou uma mediana de 12
(emuma escalde severidadele 48) para todaasregifes de interesse e sem diferencas entre
elas(p > 0,05). Tal escore corresponde a perda gldbalonteido de proteoglicanos até a
zona média da cartilagem articular caracterizadofigura 3. O mesmo resultadfoi
observado para o contelddo de coldgenoseja, a perda da integridade coldgeno até a
zona médialacartilagem articular (Figura)4porém, a mediana para esse paranfetrde 24

emuma escala de severidadead@36.

Figura 3: Fotomicrografiada superficie articulado condilo femoral lateral (A) e mediéB)

de umcao60 dias apo6s a ruptura experimemtaligamento cruzado cranial como modelo de
inducéo cirdrgica de doenca articular degenerafiv&onteido normale proteoglicanos nas
diferentes zonas da cartilagem articular. @afranina OB. Notar a perdalo conteidode
proteoglicanos e da coloracdo caracteristfgaem toda a zona superficial e pada zona
médiadacartilagem articular superficie articulaj.(Safranina O.

A perda de proteoglicanos (até a zona méfiamais marcantelo que a perda de
condrdcitos (até a zona superficial), sugerindo que possivelnesrtendrocitos tiverem um
papel inicial importante na degradacdo do proteoglicano, de ilifbeiando fatores que
contribuiram para sua degradacdo de forma mais proemigenigue produzindoas
moléculas que compdem o proteoglicano. Alémmais, a degradacdo dos proteoglicanos
podeter sido acelerada pela faltio componente celular quis produzia, devid@aofendémeno
de hipocelularidadga discutido anteriormente. E importante considerar que eexist
mecanismo de transducdo mecanica entre a matriz extrace@gdarondrocitos, de maneira
gue o dano a matriz extracelular incita um aumetdacatabolismo nos condrdcitos em

detrimentodo efeito anabdlico (KIMetal., 2015), ou seja, a matriz extracelular da cartilagem
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articular possui um papel importante no agravametg#odegradacdo de seus proprios

componenteso contribuir para o desarranjo funcional dos condraécitos.

Figura 4: Fotomicrografia da superficie articuldo platé tibial medial de um cé&o 60 dias
apos a ruptura experimentdd ligamento cruzado cranial como modelo de inducao cirargica
de doenca articular degenerativa. Perdado arranjo naturado colageno sinalizado pela
coloracdo amarelo-esverdeauzona superficial (seta branca) e esverdewdzona média

da cartilagem articulaPRicrosirius red

Sabeseque o gel de proteoglicanos e a rede de fibras de colageno prresenddyriz
extracelular cartilaginosa formamma membrana semissolida permeavel a agua e que
combinaaspropriedades de cada um dos elementos que a compde, atingindo umdauteprie
diferente e superior a aquela observada nos elementos qupadadss, logo, agem como
um compaosito natural da cartilagem articular e, como tal, qubadiesarranjeem algum
desses seus componentes, a estrutura perde a funcdo. Ppdasivelmente, a severidade
dos resultados encontrados para esses dois componentes deivdima relacdo entre um e
outro.

E relevante ponderar ainda que a perda da integridade da ragit@gmosa também
€ o resultadalo novo regimede forcasao qual o tecido esta submetido. Rundh#2g05)

relata que a degradacédo dariz extracelular &m eventoemresposta a lesdo da cartilagem
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articular a fimde facilitar a angiogénese, importante para processos repara@emtudo,
sabeseque a invasao vasculdacartilagem articular ativa centrde ossificacdo secundaria,
sendo, a calcificacddo tecido cartilaginoso, um dos estagios finais da DAD. lfa fda
formacdo de ostedfitos, neste estudo, indica que a invas&alar ndo ocorreu, portanto, a
ruptura experimentalo ligamento cruzado cranial, aos 60 dias, ndo é capaz del®&D a

esse estagio.

4.4. Andlise histoldgica da tidemark

Houve perda da continuidade duplicacdo ddidemarkda cartilagem articular de
forma multifocal nas regibes analisadas como mostra a figusens, diferenca entras
regibes(P > 0,05), sendo a duplicacdo, mais evidaftegjue a ruptura. Essa caracteristica
corresponde a uma mediana de oito (em uma escala de 36) pelo sistedlsdeializado.

A ruptura datidemark representa uma das etapas find& repostado tecido
cartilaginoso a um estimulo agressor, uma vez que represeniahoalivre para invasao
vascular e calcificacado tecido. Posto isso, tidemark duplicada, como observado neste
estudo, indica que o tipo de estimulo provocado pela rupgtutigamento cruzado cranial
demora mais de 60 dias para desenvolver a ruptura dela.

Todavia, Stoppiellet al. (2014) relataram que a ruptura ddemark € um estégio
final daDAD sendo precedido pela duplicacado e Mapgl. (2010)afirmaram que quando tal
evento acontece, fatalmente, o individuo apresentards sitiaicos. Portanto, € possivel
considerar que aos 60 dias de inducdo da DAD, apesar da aus®saiais clinicos, graus
leves de alteracdo na superficie articular e alterac6es rdadana conteudo de colageno e

proteoglicanos, o grau de severidde@desao ndidemark quando present&i intenso.

4.5. Andlise histoldgica da placa 6ssea subcondral

A placa 6ssea subcondral apreseremoderadamente aumentada (entre 450 a 750
um) de forma global (Figura 6). Essa caracteristica corresponuhe escore de 24 (em uma
escalade severidade maximae 36) pelo sistemde avaliagdo utilizado.

O aumento da espessutla 0sso subcondral € uma resposta esperada diante
estresse mecanico, porém, € importante considerar quessse significativamente mais
fraco do que aquelesm situacdes de normalidade como relatadame Aspden(1997).
Portanto, 0 aumento da espessura pedecorrido como uma resposta a baixa mineralizacao

0ssea e ndo propriamemteestimulo agressor.



24

Ainda é importante pensar que a alterat@placa 6ssea subcondral também € um dos
estagios finais da DAD (WALSIHt al., 2010), assim como a ruptura tidemark portanto,
mesmo queos 60 dias de rupturdo ligamento cruzado cranial ndo tenham sido suficientes

para causar lesdes severasy parametros classicos como a superficie articulanse

condrocitos, eles foram capazes de causar danos consideraveistésggacsubcondral.

Figura 5: Fotomicrografia da superficie articular do platé tibiagdal (A) edo medial(B) de
um cao 60 dias apos a ruptura experimeaialigamento cruzado cranial como modelo de
inducdo cirargica de doenca articular degenerativaNotar atidemark da cartilagem
articular duplicada (seta preta). Hematoxilina-eosiBa.Notar a ruptura daidemark
caracterizada pela da continuidade dessa estrutura na eantdatjcular (setas brancas).
SafranineD.

Figura 6: Fotomicrografia da superficie articular do condilo femtatdral (A) edo medial

(B) de um cao 60 dias ap6s a ruptura experimeatbdjamento cruzado cranial como modelo

de inducdo cirtrgica de doenca articular degeneraivilotar a placa éssea subcondral com
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espessura normal de até 308 (*). Safranina OB. Notar moderado aumento da espessura

da placa 6ssea subcondral, sendo nessa amostra obtido o valopde BR3SafranineD.

4.6. Andlise histolégica da membrana sinovial

Na ardlise histologicada membrana sinovial, ndo houve diferenca eag@orcoes
medial e latera{p > 0,05), sendo que ambas apresentaram uma mediana dendama
escala de severidade maxima de seis para cada paramésadandal escore corresponde a
presenca de pequenas vilosidades de distribuicAo multifocal, Bumarespessurado
revestimento (entre trés e seis célulasjoderado infiltrado inflamatdrio caracterizado como

linfo-histiocitario. Os resultados da analise histolégica da membrana sinovial estédo

representadosafigura 7.

Figura 7: Fotomicrografias da membrana sinovial daées apos 60 dias de ruptura
experimentaldo ligamento cruzado cranial como modelo de inducdo cirdrgicaodacd
articular degenerativ. Porcdo medial da membrana sinovial, com hiperplasia da camada de
células de revestimento (setas pretas), discreta formagémsidades e infiltrado difuso de
cdulas inflamatodrias (setas bancas). Hematoxilina-eo$naPorcao lateral da membrana
sinovial, notar maior formacdo de vilosidades, com pouca Hgseapda camadale
revestimento (setas pretas) e infiltrado inflamatério linkdibcitario moderado localizado

(seta branca). Hematoxilina-eosina.

Resultados semelhantes foram encontrados por Lenebalg(2004) na membrana
sinovialde caes com ruptura espontamedigamento cruzado cranial. Esses autores discutem
gue células, tipicamente linfécitdd, migrariam para a membrana sinovial durante um

processo iniciafle sinovite. A partir de entdo, essas células passariam a adeguicarder de
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células produtoras de imunoglobulinas e que esse fato pa@ieassbciado a liberacée
autoantigenos, por exemplo, para o colageno presemeatriz extracelulada cartilagem
articular ou paraos préprios condrdcitos ali presentes, agravando a lesdo caiagou
seja, justamente pela funcdo que desempenha (nutricicoddOatos atravéso liquido
sinovial) amembrana sinovial contribui para o ciclo vicioso e progressivo da [BAfeando
citocinas e imunoglobulinas produzidas pelo infiltrado inflamatéinovial que agravam a
degeneragédo cartilaginosgjorando a sobrecarga articular. Com isso, mais debris séo
liberados no liquido sinovial e a sinovieagrava ainda mais.

Portanto, € possivel inferir que a membrana sinovial apresemtqguapel perpetuador
da DAD, ou seja, mesmo que ela ndo tenha sido a responsavel miletanicio da DAD,
podeter contribuido para a sua perpetuacdo e progressao, inclusivaspeséesem outros

componentes articulares.

4.7. Analise histol6gica dos meniscos

Todosos animais apresentaram alterag@nicroscopicas nos meniscos, tanto medial
guanto lateral, sendasalteracdes uniformemmtodasasregides, cranial, média e caufiab
0,05). A mediana para a arquitetura teciddalmeniscofoi de seisem uma escala de
severidade maxima que varia de zero a nowsgja, uma perda moderadi@arranjo tecidual
com discreta perda tecidual (Figura 8A). Também houve moderada gmeconteido de
proteoglicanos (Figura 8B) e colageno (Figura 8Mg r&s meniscos, sendo queen ambos
os parametros a mediahai seisemuma escala maxima de nove. A resposta proliferatva
juncdo menisco-sindvitbi média e apareceem menosde um ter¢co das laminas analisadas
(Figura 8E).

De todasas estruturas analisadas por histologig, meniscos apresentaram-&m
relacdo aos outros componentes analisados, proporcionalntergeau mais severde

acometimentdp < 0,005), conforme demonstrado na figura 9.
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200 pm

Figura 8: Fotomicrografias dos meniscos d&éesapds 60 dias de ruptura experimendal
ligamento cruzado cranial como modelo de inducdo cirurgleadoenga articular
degenerativa.A. Porcdo médiado menisco medial com marcada perda tecidual (*).
Hematoxilina-eosinaB. Porcao craniatlo menisco medial com marcada pediacontetdo

de proteoglicanost}. Safranina OC. Porcdo caudal do menisco lateral com contetido normal
de colagenoPicrosirius red D. Por¢do craniatlo menisco medial com marcado desarranjo
do conteudale colagenoPicrosirius red E. Por@o caudaldo menisco lateral com discreta

proliferacéo teciduahajuncdo menisco-sindvia (seta preta). Hematoxilina-eosina.

Era esperado que o menisco medial fosse o mais compromietit® di instabilidade
articular promovida pelo ligamento cruzado cranial e peloapooentes anatdmicaso
joelho canino (FRANKLINet al., 2010). Porém, aos 60 dias pos-ruptura do ligamento
cruzado cranial, isso n&i observado. Kuroket al. (2011), ao comparar trés métodos
diferentes de inducao cirdrgicee DAD em cédes, observaram que, no modelo da rupora
ligamento cruzado cranial, apds 12 semanas, o compartiméstal fai o mais acometido,
mas naofoi possivel explicar essa diferenca. Teegilal (2013) comentam que o modelo
animal ideal deve ser acometido de maneira uniforme adsifacilitar a interpretacdo dos
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resultados e diminuaspossiveis variacées dentie um modelo experimental. Dessa forma,
acreditase que aocorréncia uniforme de lesbes neste trabalho € um fator desejavel,

garantindo a padronizacé@o modelo.

4.8. Grau geral de doenca articular degenerativa e acometimento geral siagueas
analisadas

A medianado grau geral da DAD induzida nos animfas 92 emuma escala méaxima
de 372.0s compartimentos medial e lateral foram acometidos deaaemelhante, ndo
havendo diferenca entre o g@d&acometimento entre elgs > 0,05).

O grau geral de toda@s estruturas analisadas e o grau geral da DAD estao na figura 9.
Jaos resultados para o grau geral dos compartimentos mddtara estama figura 10. A
tabela 2 apresentas resultadosem porcentagem de acometimento de cada estrutura

analisada.
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Figura 9: Média e desvio-padréo das estragpresentes na articulacdo femorotibiopatelar e
grau geral de doenca articular induzida addesapds 60 dias de ruptura experimentkd
ligamento cruzado cranial como modelo de inducdo cirirgleadoenca articular
degenerativa. Legenda: CFM = condilo femoral medial; CEbnrdilo femoral lateral; PTM

= platd tibial medial; PTL = plat6 tibial lateral; 3M = membrana sinovial medial; 3L =
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membrana sinovial lateraMM = menisco medialML = menisco lateral; DAD = doenca
articular degenerativa; letraguais ndo diferem estatisticamente; letras diferentesedife

estatisticamenté < 0,005).
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Figura 10: Box plotdos valores par@s compartimentos medial e lateral das estruturas
presentesia articulacao femorotibiopateral de cédg®s 60 dias de ruptura experimental
ligamento cruzado cranial como modelo de inducdo cirirgleadoenca articular
degenerativa. Nao houve diferenca quatgraude acometimento entres compartimentos
(P> 0,05).

No presente estudo, a opcéo pela ruptlodigamento cruzado cranial como método
indutor ocorreu pela alta prevaléncia que essa lesdo af@esa medicina veterinaria,
particularmenteem cdes (COOK, 2010) e que refletisga desenvolvimento mais naturdé
doenca articular degenerativa.

Ainda se optou, nesse estudo, por seguir o recomendado pela OARSIdarla articulacéo
como um o6rgdo. Apesar de inumeros trabalhos publicados no edaogoenca articular
degenerativa, poucos efetivamente usam uma metodologialetangemo a propostaop
Cook et al. (2010). Os préprios autoresao descrevem a metodologia, citam que ha uma
dificuldade em utiliza-a integralmentga que, ao se fazer isso, colocaseia sobre alguns
componentes articulares um peso mamanalisedo grau geratladoenca, o que contradiz a
propria abordagem da articulagdo como um 6rgao, que da a mesmtiiimipoa todo®s

componentes articulares; porém, ainda neste mesmo trabalhoet@hd”2010)recomendam
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gueseopte por aqueles elementos articularessprelacionamao objetivodo estudo. Como
0 objetivo do presente trabalho inclui o estudo do desenvolvimento da daeticalar
degenerativa abordando tecidos negligenciados, como a mendiravial e meniscos, e
tecidos classicamente estudados, como a cartilagemlar e osso subcondral, opteapelo

estudade todosos componentes a fim de promowen estudo completdo 6rgéo articulacao.

Tabela 2: Porcentagem e mediada acometimento de cada regido analisada da articulacéo
do joelho de cades apos 60 dias miptura experimentabo ligamento cruzado cranial
utilizando o sistema de avaliacdo proposto pela Societtadmacionalde Pesquisaem
Osteoartrite (Adaptado de Coek al., 2010), bem como o grau geral de doenca articular

degenerativa encontrado

Animall Animal2 Animal3 Animal4 Animal5 Animal 6

CFM 19,70 12,88 10,61 14,39 6,82 11,36
CFL 13,64 12,88 14,39 8,33 6,82 13,64
PTM 22,73 18,18 12,88 15,91 20,45 29,55
PTL 17,42 17,42 12,12 12,12 28,03 17,42
MSM 5,56 44,44 33,33 38,89 38,89 38,89
MSL 11,11 11,11 38,89 50,00 16,67 16,67
MM 52,78 41,67 52,78 55,56 47,22 50,00
ML 69,44 47,22 36,11 61,11 50,00 50,00
DAD 28,30 24,86 23,42 28,02 25,29 28,30

Legenda: CFM = condilo femoral medial; CFL = condilo ferhéateral; PTM = platd tibial
medial; PTL = plat6 tibial lateraMSM = membrana sinovial mediallSL = membrana
sinovial lateral;MM = meni€o medial; ML = menisco lateral; DAD = doenca articular

degenerativa.

5. CONCLUSAO

Aos 60 dias pés-ruptura do ligamento cruzado cramsdgcidos articulares do joelho
dos cées promove, dentda escala proposta pela OARSI, um grau de lesdo discreta,
apresentando lesdes uniformes, ndo havendo diferencaosnt@mpartimentos medial e
lateral. Além disso, lesbes macroscopicas também fooasideradas discretas, com excecao
dos meniscos que ndo apresentaram qualquer sinal de lesBmsadpica.As alteracbes

microscopicas foram percebidas todosos parametros analisados.
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A ruptura experimentatlo ligamento cruzado cranial, aos 60 dias, estimula uma
respostale hipocelularidade mais eviderde que o agrupamento dos condrocitos.

A matriz extracelular cartilaginosa que funciona como um congpdattiraldo tecido
cartilaginoso sofreu alteracdes consideradas moderadas, segdb proteoglicano mais
acometidalo que a rede dftbras de colageno.

Ainda foi possivel observar a duplicacéla tidermark e aumentada espessura da
placa 6ssea subcondral.

Por fim, o0 modelo de inducéo por ruptdaliigamento cruzado craniain caes aos 60
dias nado € util para que o estutmlesées macroscopicas seja feito, porém, fgeravaliar a
ocorréncia de lesBes microscopicas nos componentes articutbaesarticulacéo

femorotibiopatelar dedesutilizando a abordagedunarticulacdo comam érgdo da OARSI.



32

REFERENCIAS
AIGNER, T.; COOK, J.L.; GERWIN, N.; GLASSON, S.S.; LAVERTY,;&ITTLE, C.B.;
MCcILWRAITH, W.; KRAUS, V.B. Histopathology atlas of animal modsistems e overview
of guiding principlesOsteoarthritis and Cartilage, v.18, p.S2-S6, 2010.

ARNER, E.C.; HUGHES, C.E.; DECICCO, C.P.; CATERS@\; TORTORELLA, M.D.
Cytokine-induced cartilage proteoglycan degradatien mediated by aggrecanase.
Osteoatrthritis and Catrtilage, v.6, p.214228, 1998.

BERENBAUM, F.; EYMARD, F.; HOUARD,X. Osteoarthritis, inflammatioand obesity.
Current Opinion in Rheumatology v.25, p.114-118, 2012.

BERTRAND, J.; CROMMEC.; UMLAUF, D.; FRANK, S.; PAP.T. Molecular mechanisms
of cartilage remollingn osteoarthritisThe International Journal of Biochemistry & Cell
Biology, v.42, p.1594-1601, 2010.

BILLINGHURST, R.C.; DAHLBERG, L.; IONESCU, M.; REINER, A.; BOURNER;;

RORABECK, C.; MITCHELL, P.; HAMBOR, J.; DIEKMANN, O.; TSCHESCHE, H,;
CHEN, J.; van WART, H.; POOLE, A.R. Enhanced cleavage pt ty collagen by

collagenasesn osteoarthritic articular cartilageournal of Clinical Investigation, v.99,

p.1534-45, 1997.

BONDE, H.V.; TALMAN, M.LM.; KOFOED, H. The area of the tidemark osteoarthritis-
a three-dimensional sterological study21 patientsAPMIS, v.113, p.349-352, 2005.

BOUDERLIQUE, T.; VUPPALAPATI, K.K.; NEWTON, P.T.; LI, L.; BRENIUS, B,
CHAGIN, A.S. Targeted deletion of Atgh chondrocytes promotes age-related osteoarthritis.
Annals of the Rheumatic Diseasew.75, p.627-631, 2016.

CHARLIER, E.; RELIC,B.; DEROYER, C.; MALAISE, O.; NEUVILLE, S.; COLLEE, J.;
MALAISE, M.G.; DE SENY,D. Insights on molecular mechanisms of chondrocytes death

osteoarthritisinternational Journal of Molecular Sciences v.17, p.1-36, 2016.



33

COOK, J.L. Cranial cruciate ligamertiseasein dogs: biology versus biomechanics.
Veterinary Surgery, v.39, p.270-277, 2010.

COOK, J.L.; KUROKI, K.; VISCO, D.; PELLETIER, J.P.; SCHULZ, LLAFEBER,
F.P.J.G. The OARSI histopathology initiative e recommendations faldgstal assessments
of osteoarthritisn the dogOsteoarthristis and Cartilage, v.18, p.S66-S79, 2010.

DAHLBERG, L.; BILLINGHURST, C.; MANNER, P.; IONESCU, M.; REINER, A,
TANZER, M.; ZUKOR, D.; CHEN, J.; van HART, H.E.; POOLE, A.R. @genase-
mediated cleavage of tygde collagenis selectively enhanceih osteoarthritis cartilage and
can be arrested with a synthetic inhibitor which sparesgmoilase-1 (MMP-1)Arthritis &
Rheumatism, v.43, p.673,682, 2000.

DAY, J.; DING, M.; van der LINDENJ. A decreased subchondral trabecular bone tissue
elastic modulugs associated with pre-arthritic cartilage damagmurnal of Orthopaedic
Research v.19, p.914-918, 2001.

ENGLUND, M.; GUERMAZI, A.; LOHMANDER, L.S. The meniscus knee osteoarthritis.
Rheumatic Disease Clinics of North Americav.35, p.579-590, 20009.

ELSAID, K.A.; ZHANG, L. SHAMAN, Z.; PATEL, C.; SCHMIDT, T.A.; JAY, G.D. The
impact of early intra-articular administration of intekeul receptor antagonist on lubricin
metabolism and cartilage degenerationan anterior cruciate ligament transection model.
Osteoarthritis and Cartilage, v.23, p.114-121, 2015.

FELSON, D.T. Osteoarthritiasa disease of mechani®@steoarthritis and Cartilage, v.21,
p.10-15, 2013.

FIGUEIRA NETO, E.M.; QUELUZ, T.T.; FREIRE, B.F.A. Atividadesita e sua associacéo
com qualidadele vida em pacientes com osteoartrifRevista Brasleira de Reumatologia
v.51, p.539-549, 2011.



34

FRANKLIN, S.P.; GILLEY, R.S.; PALMER, R.H. Meniscal injurin dogs with cranial
cruciate ligament rupturedCompedium: Continuing Education for Veterinarians, v.10,
p.E1-E11.

GOGGS,R.; CARTER, S.D.; SCHULZE-TANZIL, G.; SHAKIBAEI, M.; MOBASHERIA.
Apoptosis and the loss of chondrocyte survival signals toréito articular cartilage

degradationn osteoarthritisThe Veterinary Journal, v.166, p.140-158, 2003.

GOLDRING, M.; GOLDRING, S. Articular cartilage and subchondral bone the
pathogenesis of osteoarthriti@nnals of the New York Academy of Sciencesv.1192,
p.230-237, 2010.

GOLDRING, S.R. Role of bonén osteoarthritis pathogenesidledical Clinics North
America, v.93, p.25-35, 2009.

GROGAN, S.P.; MIYAKI, S.; ASAHARA, H.D’LIMA, D.D.; LOTZ, M.K. Mesenchymal
progenitor cell markersn human articular cartilage: normal distribution and changes
osteoarthritisArthritis Research & Therapy, v.11, p.R85, 2009.

HELLIO, L.G.M.P.; SCIORE, P.; EGGERER, J.; RATTNER, J.P.; VIGNOR,,
BARCLAY, L.; HART, D.A.; RATTNER, J.B. Formation and phenotypeceil clustersin
osteoarthritic meniscuérthritis & Rheumatology , v.44, p.1808-18, 2001.

HOLLANDER, A.P.; HEATHFIELD, T.F.; WEBBER,C.; IWATA, Y.; BOURNE, R;;
RORABECK, C.; POOLE, AR. Increased damage type Il collagenin osteoarthritic
cartilage detectetly a new immunoassayournal of Clinical Investigation, v.93, p.1722-
1732, 1994.

HOSHIYAMA, Y.; OTSUKI, S.; ODA, S.; KUROKAWA, Y.; NAKAJIMA, M.; JOTOKU,
T.; TAMURA, R.; OKAMOTO, Y.; LOTZ, M.K.; NEO, M. Expression pattern and role of
chondrocyte clustersn osteoarthritic human knee cartilagdournal of Orthopaedic
Research v.33, p.548-555, 2015.



35

INTEMA, F.; HAZEWINKEL, H.A.; GOUWENS, D.; BIJLSMA, JW.WEINANS, H.;
LAFEBER, F.P.; MASTBERGEN, S.dn early OA, thinning of the subchondral plase
directly relatedto cartilage damage: results from a canine ACLT-meniscectoroglel.
Osteoatrthritis and Cartilage, v.18, p.691-698, 2010.

KIM, J.H.; LEE, G.; WON, Y.;LEE, M.; KWAK, J.S.; CHUN, C.H.; CHUN, J.S. Matrix
cross-linking-mediated mechanotransduction promotes posttraumasteoarthritis.
Proceedings of the National Academy of SciencekSA, v.112, p.9424-9429, 2015.

KOURI, J.B.; JIMENEZ, S.A.; QUINTERO, M.; CHICOA. Ultrastructural study of
chondrocytes from fibrillated and non-fibrillated human ostio#ic cartilage.
Osteoarthritis and Cartilage, v.4, p.111-125, 1996.

KUROKI, K.; COOK, C.R.; COOK, J.L. Subchondral bone changeshree different canine
models of osteoarthriti©steoarthritis and Cartilage, v.19, p.1142-1149, 2011.

LEMBURG, AK.; MEYER-LINDENBERG, A.; HEWICKER-TRAUTWEIN, M.
Immunohistochemical characterization of inflammatory cell pefpans and adhesion
molecule expressioin synovial membranes from dogs with spontaneous cranial cruciate

ligament ruptureVeterinary Immunology and Immunopathology, v.3, p.231-240, 2004.

LI, B.; ASPDEN, R.M. Composition and mechanical properties ofedlmus bone from the
femoral head of patients with osteoporasisosteoarthritisJournal of Bone and Mineral
Research v.12, p.641-651, 1997.

LI, G.; YIN, J.; GAO, J.; CHENG, T.S.; PAVLOS, N.J.; ZHAN&.; ZHENG, M.H.
Subchondral bonén osteoarthritis: insight into risk factors and microstural changes.
Arthritis Research & Therapy, v.15, p.223-237, 2013.

LOSINA, E.; PALTIEL, A.D.; WEINSTEIN, A.M.; YELIN, E.;HUNTER, D.J.; CHEN,
S.P.; KLARA, K.; SUTER, L.G.; SOLOMON, D.H.; BURBINE, S.A.; WANSKY, R.P;
KATZ, J.N. Lifetime medical costs of knee osteoarthrihanagemenn the United States:
impact of extending indications for total knee arthropla&tyhritis Care Research, v.67,
p.203-2015, 2015.



36

LOTZ, M. Osteoarthritis year 201ih review: biology.Osteoarthritis and Cartilage, v.20,
p.192-196, 2012.

LOTZ, M.K.; OTSUKI, S.; GROGAN, S.P.; SAHR.; TERKELTAUB, R.; D’LIMA, D.
Cartilage cell cluster#rthritis & Rheumatism , v.8, p.2206-2218, 2010.

LYONS, T.J.; McCLURE, S.F.; STODDART, R.W.; McCLURH, The normal human
chondro-osseous junctional region: evidence for contact of aifiedl cartilage with

subchondral bone and marrow spa&C Musculoskeletical Disorders v.7, p.52, 2006.

MADRY, H.; LUYTEN, F.P.; FACCHINI,A. Biological aspects of early osteoarthritiee
Surgery, Sports Traumatology, Arthroscopy, v.20, p.407-422, 2012.

MADRY, H.; van DIJK, C.N.; MUELLER-GERBLM. The basic science of the subchondral
bone.Knee Surgery, Sports Traumatology, Arthroscopy v.18, p.419-433, 2010.

MAERZ, T.; NEWTON, M.D.; KURDZIEL, M.D.; ALTMAN, P.; ANDERS®, K
MATTHEW, HW.T.; BAKER, K.C. Articular cartilage degeneration Ilfoving anterior
cruciate ligament injury: a comparison of surgical transectiah raoninvasive ruptures
preclinical models of post-traumatic osteoarthrit@steoarthritis and Cartilage, v.24,
p.1919-1927, 2016.

MANSELL, J.P.; BAILEY, A.J. Abnormal cancellous bone collagen metamolis
osteoarthritisJournal of Clinical Investigation, v.101, p.1596-1603, 1998.

MAPP, P,l.; WALSH, D.A.; BOWYER, J.; MACIEWICZ, R.A. Effects ofa
metalloproteinase inhibitor on osteochondral angiogenesis, chpattyoand pain behavian
a rat model of osteoarthriti®steoarthritis and Cartilage, v.18, p.593-600, 2010.

MARTIG, S.; KONAR, M.; SCHOMOKEL, H.G.; RYTZ, U.; SPRENG, D;
SCHEIDEGGER, J.; HOHLB.; KIRCHER, P.P.; BOISCLAIR, J.; LANG,. Low-field mri
and arthroscopy of meniscal lesiansten dogs with experimentally induced cranial cruciate

ligament insufficiencyVeterinary Surgery, v.47, p.515-522, 2006.



37

MILZ, S.; PUTZ,R. Quantitative morphology of the subchondral plate of the tjateau.
Journal of Anatomy, v.185, p.103-110, 1994.

MUZZI, L.A.L.;, REZENDE, C.M.F.; MUZZI, R.A.L. Fisioterapiaapds substituicdo
artroscopica do ligamento cruzado crareah cdes. | - avaliagdo clinica, radiogréafica e
ultrassonograficaArquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia v.61, p.805-
814, 2009.

MWALE, F.; TCHETINA, E.; WU, C.W.; POOLE, A.R. The assembly and edeling of the
extracellular matrixin the growth platen relationshipto mineral deposition and cellular
hypertrophy:anin situ study of collagend andIX and proteoglycanlournal of Bone and
Mineral Research v.17, p.275-283, 2002.

NOBLE, J.; HAMBLEN, D.L. The pathology of the degenerate mesidesion.Journal of
Bone and Joint Surgery v. 57, p.180-186, 1975.

OETTMEIER, R.; ABENDROTH, K.; OETTMEIER, S. Analyses of ttidemark on human
femoral heads. Il. Tidemark changasosteoarthrosis a histological and histomorphometric
study in non-decalcified preparation&cta Morphologica Hungarica, v.37, p.169-180,
1989.

PEIXOTO, S.V.; GIATTI, L.; AFRADIQUE, M.E.; LIMA-COSTA, M.F Custo das
internacdes hospitalares entre idosos brasileiros no dmbitSistema Unicode Saude.
Epidemiologia e Servigosle Salde, v.13, p.239-246, 2004.

PIERMATTEI, D.L.; FLO, G.L.; DECAMP, D.C. Ortopedia e tratanto das fraturas dos
pequenos animais. 42 éfo Paulo: Manole 2009. 934p.

POOLE, A.R.; KOBAYASHI, M.; YASUDA, T.; LAVERTY, S.; MWALE, F.; KOMA, T;
SAKAI, T.; WAHL, C.; EL-MAADAWY, S.; WEBB, G.; TCHETINA, E.; WUW. Typell
collagen degradation and its regulation articular cartilagein osteoarthritis.Annals of
Rheumatic Diseasesv.61, p.78-81, 2002.



38

POOLE,C.A. Articular chondrons: form, function and failu®urnal of Anatomy, v.191,
p.1-13, 1997.

PRITZKER, K.P.H.; GAY, S.; JIMENEZ, S.A.; OSTERGAARD, K.; PEETLIER, J.P.;
REVELL, P.A.; SALTER, D.; PATH, F.EC.; van de BERG, W.B. Osteoarthritis cartilage
histopathology: grading and stagir@steoarthritis and Cartilage, v.14, p.13-29, 2006.

REDLER, 1.; MOW, V.C.; ZIMNY, M.L., MANSELL, J. The ultrastructure and
biomechanical significance of the tidemark of articular cgréil€linical Orthopaedics and
Related Researchv.112, p.357-362, 1975.

RIZKALLA, G.; REINER, A.; BOGOCH, E.; POOLE, A.R. Studies okthrticular cartilage
proteoglycan aggrecan health and osteoarthritis: evidence for molecular bgteity and
extensive molecular chang&s diseaseJournal of Clinical Investigation, v.90, p.2268-
2277, 1992.

ROTZER, A.; MOHR, W. 3H-thymidine incorporation into chondrocytes of arthritic
cartilage.Zeitschrift fur Rheumatologie, v.51, p.172-176, 1992.

ROUGHLEY, P.J. The structure and function of cartilage proyeagis. European Cells
and Materials, v.12, p.92-101, 2006.

RUNDHAUG, J.E. Matrix metalloproteinases and angiogendsigrnal of Cellular and
Molecular Medicine, v.9, p.267-285, 2005.

SCHMIDT, M.B.; MOW, V.C.; CHUN, L.E.; EYRE, D.R. Effects of protggcanextraction
on the tense behavior of articular cartilagdournal of Orthopaedic Research v.8, p.353-
363, 1990.

SCHMITZ, N.; LAVERTY, S.; KRAUS, V.B.; AIGNER]. Basic methods histopathology
of joint tissuesOsteoarthritis and Cartilage, v.18, p.S113-S116, 2010.



39

SCHUMACHER, B.L.; SU, J.L.; LINDLEY, K.M.; KUETTNER, K.E.; COLE, A.A.
Horizontally oriented clusters of multiple chondranghe superficial zone of ankle, but not
knee articular cartilagd.he Anatomical Record v.266, p.241-248, 2002.

SHEN, C.; CAl, G.Q.; PENG, J.P.; CHEN, X.D. Autophagy protects chondrocytes fr
glucocorticoids-induced apoptosis via ROS/AkK/FOXO3 sigigaliOsteoarthritis and
Cartilage, v.23, p.2279-2287, 2015.

STOPPIELLO, L.A.; MAPP, P.l.; WILSON, D.; HILLR.; SCAMMELL, B.E.; WALSH,
D.A. Structural associations of symptomatic knee osteoasthrifirthritis and
Rheumatology; v.66, p.3018-3027, 2014.

SURI, P.; MORGENROTH, D.C.; HUNTER, D.J. Epidemiology of ostdodis and
associated comorbiditieBhysical Medicine & Rehabilition, v.12, p.1934-1482, 2012.

SURI, S.; WALSH, D.A. Osteochondral alteratiansosteoarthritisBone, v.51, p.204-211,
2012.

TEEPLE, E.; JAY, G.D.; ELSAID, K.A.; FLEMINGB.C. animal models of osteoarthritis:
challenges of model selection and analyBiee APPS Journal v.15, p.438-446, 2013.

THIBAULT, M.; POOLE, A.R.; BUSCHMANN, M.D. Cyclic compressiaf cartilage/bone
explantsin vitro leadsto physical weakening, mechanical breakdown of collagen anaseele

of matrix fragmentsJournal of Orthopaedic Researchv.20, p.1265-73, 2002.

WALSH, D.A.; McWILLIAMS, D.F.; TURLEY, M.J.; DIXON, M.R.; FRANES, R.E,;
MAPP, P.I, WILSOND. Angiogenesis and nerve growth facabthe osteochondral junction
in rheumatoid arthritis and osteoarthrifheumatology (Oxford), v.49, p.1852-1861, 2010.

WANG, Y.; WLUKA, AE.; PELLETIER, J.P.; MARTEL-PELLETIER, JABRAM, F.;
DING, C.; CICUTTINI, F.M. Meniscal extrusion predicts increasassubchondral bone
marrow lesions and bone cysts and expansion of subchondrairbaseoarthritic knees.
Rheumatology (Oxford), v.49, p.997-1004, 2010.



40

WHITE, E.; LOWE, S.W. Eatingo exit: autophagy-enabled senescence reve@ledes and
Development v.23, p.784-787, 2009.

WISE, B.L.; NIU, J.; YANG, M.; LANE, N.E.; HARVEY, W.; FELSD, D.T.; HIEPTAS,
J.; NEVITT.; SHARMA, L.; TORNER, J.; LEWIS, C.E.; ZHANG)Y. Patterns of
compartmet involvemenh tibiofemoral osteoarthriti;m menand women anth whites and
african americangArthritis Care & Research, v.64, p.847-852, 2012.

WU, W.; TCHETINA, E.; MWALE, F.; HASTY, K.; PIDOUX, |.; RENER, A.; CHEN, J,;
van HART, H.E.; POOLE, A.R. Proteolysis involvingMP-13 (collagenase-3) and the
expression of the chondrocyte hypertrophic phenotypernal of Bone and Minereral
Research v.17, p.639-651, 2002.

ZAMLI, Z.; SHARIF, M. Chondrocyte apoptosis: A caugeconsequence of osteoarthritis?
International Journal of Rheumatic Diseasesv. 14, p.159-166, 2011.

ZHANG, M.; MANI, S.B.; HE, Y.; HALL, A.M.; XU, L.; LI, Y.; ZURAKOWSKI, D.; JAY,
G.D.; WARMAN, M.L. Induced superficial chondrocyte death reducdabcdic cartilage
damagein murine posttraumatic osteoarthritidournal of Clinical Investigation, v.126,
p.2893-2902, 2016.

ZHANG, Y.; VASHEGHANI, F.; LI, Y.H.; BLATI, M.; SIMEONE, K.; FAHMI, H.;
LUSSIER, B.; ROUGHELY, P.; LAGARERS, D.; PELLETIER, J.P.; MARTEL-
PELLETIER, J.; KAPOORM. Cartilage-specific deletion of mTOR upregulates autophagy
and protects mice from osteoarthriéginals of the Rheumatic Diseasewy.74, p.1432-1440,
2015.



