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RESUMO

COELHO, J. M. Efeitos da administragcao oral de glucosamina e condroitim
sulfato associados ao acido hialurénico em cavalos com osteoartrite. [Effects of
oral administration of glucosamine sulfate and chondroitin sulfate associated with
hyaluronic acid in horses with osteoarthritis]. 2009. 121 f. Dissertacdo (Mestrado em
Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade
de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2009.

A osteoartrite € a causa mais comum de claudicagdo em cavalos e, frequentemente
esta associada com a queda de desempenho e abandono precoce das atividades
esportivas. Numerosos estudos tém investigado o potencial da fungdo dos
condroprotetores na desaceleracdo do processo degenerativo e no reparo da
cartilagem articular. A finalidade deste estudo foi investigar o efeito da administracéo
oral de glucosamina, condroitim sulfato e acido hialurénico associados sobre a
evolugdo clinica, radiolégica, e glicosaminoglicanos (GAGs) da urina, do liquido
sinovial e sérico de cavalos acometidos por osteoartrite. Foram utilizados seis
equinos, com idades entre seis e doze anos, machos ou fémeas, submetidos ao
mesmo manejo nutricional. Estes animais receberam doses diarias de condroitim
sulfato (CS) (2,8 g), acido hialurénico (AH) (0,1g), glucosamina (3,1 g), via oral, por
25 dias. Exames clinicos e radiograficos foram realizados anteriormente e apds o
tratamento. Amostras de urina, liquido sinovial, e sangue foram coletados antes da
primeira administragdo do suplemento; a cada 5 dias durante o tratamento e a cada
7 dias apos o tratamento, durante 55 dias. Os glicosaminoglicanos urinarios foram
identificados por eletroforese em gel de agarose apds cromatografia de troca ibnica
e quantificados por densitometria. A determinagcdo de AH sérico foi realizada por
ELISA. Apds protedlise do liquido sinovial o CS e a AH foram igualmente
identificados por eletroforese e quantificados por densitometria. No inicio do
experimento, as concentragdes médias urinarias de CS, DS, HS e GAGs totais (2,96
mg/l, 0,66 mg/l, 0,42 mg/l, 4,05 mg/l respectivamente) foram inferiores as médias
urinarias, logo apés o tratamento (5,38 mg/l, 1,30 mg/l, 0,96 mg/l, 7,64 mgl/l
respectivamente) (p<0,05) e similares apos 30 dias (4,24 mg/l, 1,09 mg/l, 0,36 mg/I,
5,69 mg/l). A concentracao sérica de AH aumentou apds o tratamento e ao final do
experimento em relagdo do inicio dos mesmos (10,61 ng/ml, 12,58 ng/ml, 21,08

ng/ml respectivamente) (p<0,05). O CS do liquido sinovial apresentou



comportamento similar ao CS urinario (inicio: 76,13 ug/ml, final do tratamento: 93,05
Mg/ml, final do experimento: 61,61ug/ml). J& o AH no liquido sinovial ndo sofreu
alteragdes significativas (inicio: 440,07 ug/ml, final do tratamento: 351,15 pg/ml, final
do experimento: 375,99 ug/ml) apesar da tendéncia a diminuicdo. Concluiu-se que a
administracao oral de glucosamina, CS e AH associados apresenta uma tendéncia
ao aumento dos GAGs urinarios e do CS do liquido sinovial imediatamente apds o
tratamento, com diminuigcdo até 30 dias; aumento sérico do AH e manutencéo da

concentracdo de AH no liquido sinovial, com tendéncia a diminuigao.

Palavras-chave: Osteoartrite. Glicosaminoglicanos. Agentes Condroprotetores.

Equinos.



ABSTRACT

COELHO, J. M. Effects of oral administration of glucosamine sulfate and
chondroitin sulfate associated with hyaluronic acid in horses with
osteoarthritis [Efeitos da administragdo oral de glucosamina e condroitim sulfato
associados ao acido hialurbnico em cavalos com osteoartrite]. 2009. 121 f.
Dissertagcao (Mestrado em Medicina Veterinaria) - Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia, Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2009.

Osteoarthritis is the most common cause of lameness in horses, and often is
frequently associated with poor performance and early end of sports activities.
Numerous studies have investigated the potential function of chondroprotective drugs
in slow down the degenerative process and helping to repair the joint cartilages. The
purpose of this study was to investigate the effect of oral administration of
glucosamine, chondroitin sulfate and hyaluronic acid associated with the clinical,
radiological, and urinary glycosaminoglycans (GAGs), in the serum and synovial fluid
of horses affected by osteoarthritis. We used six horses, aged between six and
twelve years old, male or female, undergoing the same nutritional management.
These animals received daily doses of condroitim sulfate (CS) (2.8 g), hyaluronic acid
(HA) (0.1 g), glucosamine (3.1 g), oral route, for 25 days. Clinical and radiographic
examinations were performed before and at the end of treatment. Samples of urine,
synovial fluid and serum were collected before the first administration of the
supplement, and every 5 days during the treatment and every 7 days after the end of
the treatment, for a total of 55 days. The urinary glycosaminoglycans have been
identified for agarose gel electrophoresis after ion-exchange chromatography on Q-
Sepharose and quantified by densitometry. The determination of serum HA was
performed by ELISA. After the sinovial liquid proteolysis the CS and the HA have
been equally identified for eletrophoresis and quantified by densitometry. In the
beginning of this study the avarage of urinary concentrations of CS, DS, HS and total
GAGs (2.96 mg/l, 0.66 mg/l, 0.42 mg/l, 4.05 mg/l respectively) have been inferior the
urinary averages, right after the treatment (5.38 mg/I, 1.30 mg/l, 0.96 mg/l, 7.64 mg/|
respectively)(p< 0,05) and similar after 30 days (4.24 mg/l, 1.09 mg/l, 0.36 mg/l, 5.69
mg/l respectively). The HA serum concentration increased after treatment and the
end of the experiment regarding the inicial values (10.61 ng/ml, 12.58 ng/ml, 21.08

ng/ml respectively) (p<0.05). The synovial fluid CS showed a similar behavior to the



urinary CS (beginning: 76.13 ug/ml, end of treatment: 93.05 ug/ml, end of the
experiment: 61.61 pg/ml). But the synovial fluid HA did not change significantly
(beginning: 440.07 pg/ml, end of treatment: 351.15 yg/ml, end of the experiment:
375.99 pg/ml) despite the tendency to decrease. It was concluded that oral
administration of glucosamine, CS and HA associated shows a tendency to increase
the urinary GAGs and CS in the synovial fluid immediately after treatment, with
reduction in 30 days; increase of serum HA and maintenance of the concentration of

HA in synovial fluid, with a tendency to decrease.

Keywords: Osteoarthritis. Glycosaminoglycans. Chondroprotective Agents. Equine.
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1 INTRODUGAO

Os programas de treinamento intensos frequentemente causam claudicagao
em equinos, normalmente, devido a doencas articulares que ocorrem no momento
de melhor capacidade atlética do cavalo. Isto acontece justamente pelo fato das
articulagdes serem expostas repetitivamente a fortes impactos durante um longo
periodo (BROWN et al.,, 1998), iniciando-se assim o processo degenerativo da
cartilagem articular pela producao e liberacdo de citocinas e consequentemente
estimulacdo de metaloproteinases e de outros componentes inflamatérios. Caso a
inflamac&o persista, a consequéncia final é o desenvolvimento da osteoartrite
(ROSSDALE et al., 1985; MCILWRAITH, 1996).

A osteoartrite € a causa mais comum de claudicagdo em cavalos, sendo
frequentemente associada com baixo desempenho e abandono precoce de
atividades esportivas (LEES, 2003).

Na osteoartrite, ocorre aumento da degradagdo dos proteoglicanos da
cartilagem articular. Com isso, mais fragmentos de proteoglicanos cartilagineos séo
liberados no liquido sinovial, juntamente com fragmentos de colageno tipo Il. Esses
fragmentos s&o excretados na urina, ndo na forma de proteoglicanos, mas de
glicosaminoglicanos livres ou parcialmente degradados (WASTESON; WESSLER,
1971; PENNOCK et al., 1975).

Com o uso de novos testes bioquimicos e imunoldgicos, pesquisadores tém
procurado identificar os produtos desta degradagao cartilaginea no liquido sinovial,
soro e urina, tanto nos estagios agudos como nos cronicos das doengas articulares,
a fim de se oferecer novos marcadores, que possam refletir a destruicao
cartilaginea, bem como os efeitos dos tratamentos empregados, monitorando assim,
a progressao da doenga (ALWAN et al., 1991).

Numerosos estudos também tém investigado o potencial da funcdo dos
condroprotetores na desaceleragcdo do processo degenerativo e no reparo da
cartilagem articular (BRIEF et al., 2001).

Os condroprotetores s&do drogas compostas por agentes semelhantes aos
componentes da matriz cartilaginea e sdo comumente empregados no tratamento da
doenca articular degenerativa. Eles agem tanto na membrana sinovial como na

cartilagem articular aumentando a produgao de acido hialurénico (AH), inibindo a
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acao de enzimas responsaveis pela degradagdao da cartilagem, fornecendo
precursores necessarios para manutengao e reparacgao cartilaginea e incentivando a
normalizacdo quimica e estrutural do liquido sinovial e da matriz da cartilagem,
melhorando, portanto a fungdo articular (BASSLEER et al., 1992; BUCCI, 1994).
Apesar de varios estudos in vitro comprovarem os efeitos benéficos destes
agentes ditos condroprotetores, ainda faltam estudos adicionais, in vivo e a longo

prazo, documentando sua plena eficacia clinica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 OSTEOARTRITE (OA)

Doenga articular degenerativa (DAD), osteoartrose, osteoartrite, sao
sinbnimos utilizados para classificar as alteragbes né&o-infecciosas e progressivas
gue acontecem na cartilagem das articulagdes sinoviais ou diartroses (CALDEIRA et
al.,, 2002). Estes termos s&o geralmente utilizados na medicina humana para
descrever a deterioragao idiopatica das articulagdes, que é vista especialmente em
pessoas idosas (RICHARDSON, 1990).

E uma doenca cronica das articulagdes que, uma vez instalada, leva seus
portadores a uma incapacidade funcional progressiva. Contudo, a doenca nao é
sinbnimo de envelhecimento, mas uma vez instalada progride com a idade
(VANNUCCI et al., 2002).

Osteoartrite € um dos tipos mais comuns de artrite em seres humanos e
animais, sendo a causa mais comum de claudicacdo em cavalos e caes. Em
cavalos, a osteoartrite € frequentemente associada ao baixo desempenho e
abandono precoce de atividades esportivas, tendo, portanto, importantes
implicagdes financeiras para os proprietarios destes animais (LEES, 2003).

A osteoartrite equina pode ser considerada como um grupo de disturbios
caracterizado por deterioragdo progressiva da cartilagem articular, acompanhada de
alteracbes Osseas e de tecidos moles, incluindo esclerose do osso subcondral,
formagao de ostedfitos marginais, fibroses dos tecidos peri-articulares e varios graus
de inflamagao sinovial (VIGNON et al., 1999; KIDD et al., 2001; MCILWRAITH, 2002;
CARON, 2003; HARST et al., 2005).

A deterioracdo da cartilagem articular € caracterizada por divisbes e
fragmentacao local, sendo que na maioria das vezes, ha sinovite e efusao articular
associada, apresentando-se clinicamente por dor e disfuncdo da articulagéao
acometida (MCILWRAITH, 2002).
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2.1.1 Etiopatogenia

A osteoartrite primaria pode ser idiopatica, ou seja, sem uma etiologia
identificavel, em contrapartida a osteoartrite secundaria é extremamente comum e
possui diversas etiologias, dentre elas: trauma articular, fraturas e injurias
ligamentares, inflamagdes, infecgbes, doencas imunomediadas, anormalidades
congénitas ou de desenvolvimento: osteocondrite dissecante, displasia coxo-
femural, e também causas metabdlicas, enddcrinas, neoplasicas e iatrogénicas
(MAY, 1994).

Contudo, a etiopatogenia da osteoartrite ndo esta totalmente esclarecida, mas
trés mecanismos sao propostos. O primeiro fundamentalmente envolve uma
cartilagem deficiente com propriedades biomecanicas anormais. A segunda hipotese
baseia-se em uma alteracao fisica no osso subcondral decorrente da cartilagem
articular apresentar-se bastante delgada para absorver choques, sendo a carga de
impacto atenuada somente pelos tecidos moles periarticulares, musculos, 0sso
subcondral e osso trabecular fiseal (CARON, 2003).

A terceira, e mais aceita, baseia-se na atuacdo de forgas mecanicas
causando dano na cartilagem saudavel. Acredita-se que a injuria matricial ou celular,
resultante dessas forcas, cause alteracbes metabdlicas nos condrécitos, levando a
liberagdo de enzimas proteoliticas que provocam fibrilagdo da cartilagem articular e
a degradagao dos proteoglicanos (CARON, 2003).

Microtraumas repetitivos sao provavelmente os fatores etioldgicos mais
comuns na osteoartrite em equinos, e a relagdo com as lesdes € definida em
situagbes especificas do esporte (CHARLOTTE et al., 1999; MAGNUSSON;
EKMAN, 2001; CARON, 2003; RIGGS, 2006). Kidd et al. (2001) sugerem inclusive

gue um unico episodio traumatico possa originar a osteoartrite.

2.1.2 Patofisiologia da Doenca Articular

Inicialmente, a capsula articular responde as inflamagdes tornando-se

progressivamente vascularizada e diminuindo de espessura. A medida que os
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sinovidcitos liberam citocinas e mediadores inflamatdrios, acentua-se a inflamacéao
na articulagdo. Com o trauma ou inflamacéo crénica, o revestimento sinovial articular
torna-se hipertrofiado e vilos sinoviais tornam-se mais proeminentes, enquanto a
subintima torna-se fibrilada. A capsula articular ou as estruturas de tecidos moles
que envolvem a articulagéo danificam-se e o reparo € realizado pela granulagcéo do
tecido e frequentemente com algum grau de fibrose. O que confere dor e restricao
de movimento nestas articulagdes (KIDD et al., 2001).

Numerosas citocinas estao envolvidas no metabolismo articular, sendo que as
mais importantes na osteoartrite sdo as citocinas pro-inflamatérias, como a
interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral alpha (TNF- o) (KIDD et al., 2001;
CARON, 2003; RIGGS, 2006).

A IL-1 induz a liberagdo de metaloproteinases da matriz cartilaginea que
destroem a cartilagem articular. Estimula fibroblastos a produzir colageno tipo | e tipo
Il que contribuem para a fibrose da capsula articular durante a inflamacgao crénica
(KIDD et al., 2001). A IL-1 também diminui a sintese de proteoglicanos e de
colageno tipo Il, sendo responsavel pela formagcdo de tecido de reparagéo
funcionalmente inadequado (CARON, 2003).

A TNF-a € uma citocina mediadora do processo inflamatério agudo, envolvida
nos estagios iniciais do desenvolvimento da doenga degenerativa articular (CARON,
2003). E encontrada em elevadas concentracdes em articulacdes inflamadas, sendo
produzida pelos fagocitos mononucleares. Estimula a sintese de enzimas
degradativas da matriz extracelular, e de prostaglandina E, (PGE,) e inibe a sintese
de proteoglicanos e colageno pelos condrdcitos (MCILWRAITH, 1996; MAY, 1997,
CARON, 2003), tendo um papel predominante no inicio e progressao da destrui¢ao
articular (PENNINX et al., 2004).

A PGE; € um mediador inflamatério que pode contribuir para a deplecédo da
matriz extracelular causando erosdo na cartilagem e no osso subcondral (CARON,
2003). E o mediador inflamatério mais importante encontrado durante a inflamacéo
articular (HARDY et al.,, 1998). Pode ser liberada pelas células sinoviais e por
condrécitos, diminuindo a sintese de proteoglicanos e acelerando a perda de
glicosaminoglicanos pela cartilagem articular (GIBSON et al., 1996).

As PGE; juntamente com outras substancias, como as citocinas e o0s
leucotrienos, parecem aumentar a sensibilidade dos nociceptores (receptores de

dor) presentes nos tecidos que cercam a articulagdo. Ainda que n&o estejam
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presentes na cartilagem articular, ha uma abundancia de nociceptores nos tecidos
periarticulares como capsula articular, ligamentos, tenddes, musculos e 0sso
subcondral. Como as prostaglandinas e outros mediadores aumentam a
sensibilidade destes nociceptores aos estimulos mecanicos e quimicos, pode
ocorrer uma resposta dolorosa quando a articulagdo experimenta estimulos
mecanicos normalmente inécuos, como distensdo, movimento e pressdao. Os
estimulos mecanicos podem resultar na distensdo da capsula articular, dos tenddes
e dos ligamentos devido a uma alteracdo no caminhar, espasmos musculares
secundarios ao esforco e fraqueza, ou pressao exercida sobre o 0osso subcondral
devido a perda de cartilagem e a biomecéanica alterada (DRAY, 1995).

Ha também evidéncias de que a membrana sinovial e a capsula articular
inflamadas séao fonte de enzimas lisossomais degenerativas. Outro mecanismo que
pode estar envolvido na degeneragao da cartilagem articular € o radical perdxido
que degrada os proteoglicanos, colageno e o acido hialurénico (MCILWRAITH,
1996).

As metaloproteinases (MMPs) s&o sintetizadas pelos sinoviocitos e
condrdcitos e estdo presentes em altas concentracbes em doencas articulares.
(CARON, 2003). Sao as principais responsaveis pela degradacdo da matriz
cartilaginea na osteoartrite, e sdo inibidas pelos inibidores de metaloproteinases
teciduais (TIMPs). Logo, o balango entre as MMPs e TIMPs é importante para a
progressao da degradacao da cartilagem articular (MCILWRAITH, 1996; CLEGG et
al., 1998).

Muitas vezes, a quantidade dos proteoglicanos da cartilagem articular é
reduzida, juntamente com a desagregacéo do colageno. Isso resulta em aumento da
captacao da agua na cartilagem tornando-a biomecanicamente fragil. Estes achados
também podem ser acompanhados por necrose de condrécitos e eventual perda de
espago articular. Esclerose O&ssea subcondral comumente acompanha a
degeneragao cartilagem (KAWCAK et al., 2001).

Degradagao do 4&acido hialurénico no liquido sinovial € resultante de
quimiotaxia e de subprodutos da inflamacdo, enzimas lisossomais, e néao
lisossomais elaboradas por sinoviécitos lesionados, radicais livres derivados de
neutréfilos e macréfagos. (GOODRICH; NIXON, 2006).

A progressao crbnica dessas alteragdes leva a formagédo de osteofitos

periarticulares nas margens articulares. A camada fibrosa e revestimento sinovial da
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capsula articular sdo alterados na osteoartrite. A sindvia torna-se congestionada,
descolorada, e espessada. Histologicamente, sinovidcitos aparecem hipertroficos, e
células linfoplasmaticas e macréfagos podem estar presentes na subintima do tecido
sinovial (MCILWRAITH, 1996).

Conforme mostrado acima, existe uma multiplicidade de fatores envolvidos na
degradagao enzimatica da cartilagem articular. Quando a inflamagéo comega dentro
da sindvia, osso subcondral, ou cartilagem, a cascata inflamatoria € de importancia
primordial para os eventos que se seguem. Entendimento da doenga, e conceber um
plano de tratamento que interrompa a consequente progressdo das alteragdes
bioquimicas é imperativo (TODHUNTER; LUST, 1990).

A figura 1 ilustra a estrutura de uma articulagdo saudavel e as figuras 2 e 3
mostram as alteragcdes ocorridas na articulagdo quando se desenvolve o processo

de osteoartrite

Membrana sinovial

Liquido sinovial

Cartilagem articular

Cartilagem articular

Liquido sinovial

Membrana sinovial

Vasos sanguineos

Fonte: http://www.dclahdvm.com/Articles/EquineJointDisease/EquineJointDisease.htm

Figura 1 - Estrutura de articulagdo saudavel
- S&o Paulo - 2009
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Inflamagao de tecidos moles

Cartilagem articular normal

Membrana sinovial
Saida de glébulos brancos dos

vasos sanguineos

Mediadores inflamatdrios liberados
dentro do liquido sinovial

Fonte: http://www.dclahdvm.com/Articles/EquineJointDisease/EquineJointDisease.htm

Figura 2 - Alteragdes articulares ocorridas na
osteoartrite - S&o Paulo - 2009

= Dano da

o nq."@ cartilagem
--ﬂ*’ﬂ i ,:ua. 5 articular

Liquido sinovial com mediadores inflamatérios

Fonte: http://www.dclahdvm.com/Articles/EquineJointDisease/EquineJointDisease.htm

Figura 3 - Alteragbes articulares ocorridas na
osteoartrite - Sado Paulo - 2009
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2.1.3 Tratamento

O tratamento visa inibir as mudancas ocorridas durante o processo da
osteoartrite, evitar maiores degradacdes cartilagineas e o restabelecimento da
funcao. A terapia precoce e focada para tratar a inflamacéo ira reduzir a progresséo
da doenca. Infelizmente os clinicos nem sempre sao capazes de intervir nas fases
iniciais e, muitas vezes, comegam o tratamento em pacientes com doenga subaguda
ou cronica.

Na ultima década, estudos experimentais e em seres humanos acometidos
por osteoartrite resultaram em uma explosao de conhecimentos sobre a estrutura,
bioquimica e metabolismo da cartilagem articular juntamente com a maior
conscientizagao sobre o impacto social e econémico da doenga articular.

Em equinos, as terapias convencionais para a osteoartrite visam aliviar a dor
e o desconforto, incluindo, muitas vezes, o uso de anti-inflamatérios ndo hormonais
(AINEs) ou administracao intra-articular de esterdides (TRUMBLE, 2005). Como a
osteoartrite é frequentemente uma doenga crbnica, que exige longo periodo de
terapia, o uso prolongado destes farmacos podem levar a efeitos secundarios. Por
exemplo, AINEs podem ser ulcerogénicos, ou terem efeitos adversos em condrdcitos
e na formagdo da matriz da cartlagem (MOSKOWITZ, 1996). Além disso,
administragcdes de esterdides intra-articular, a longo prazo, podem alterar o
metabolismo da cartilagem articular (FRISBIE et al., 1998).

A osteoartrite também é a doenca em que as pessoas mais utilizam outras
alternativas de terapias, numa tentativa de aliviar os efeitos colaterais ou efeitos
incompletos das terapias convencionais (RESCH et al., 1997).

Estas alternativas de terapias incluem exercicio, fisioterapia, acupuntura,
quiropraxia, e uso de nutracéuticos. O uso de nutracéuticos na osteoartrite visa a
diminuicdo das doses de outros medicamentos que sao mais deletérios ao
organismo, e a prevengao de uma maior degradacado das estruturas presentes na
articulagdo (TRUMBLE, 2005).
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2.2 AGENTES MODIFICADORES DA DOENGCA OSTEOARTRITICA (AMOA)

Nos ultimos anos, foram feitos esforgos para identificar tratamentos
complementares para a osteoartrite. A investigagdo tem incidido sobre métodos e
tratamentos capazes de abrandar a progressdo da degradagao da cartilagem, e
promover a sintese da matriz cartilaginea (SERNI, 1993).

Os produtos disponiveis no mercado prometem um efeito positivo sobre a
matriz da cartilagem, aumentando a produgao de acido hialurénico (AH), inibindo as
enzimas catabdlicas em articulagdes osteoartriticas, fornecendo precursores
necessarios para manutencdo e reparagdo cartilaginea (BUCCI, 1994), e
incentivando a normalizagdo quimica e estrutural do liquido sinovial e da matriz da
cartilagem (BASSLEER et al., 1992), melhorando, portanto a fungao articular.

Muitos destes agentes ganharam lugar no tratamento da osteoartrite em
animais, apesar da falta de estudos cientificos confirmando a sua eficacia clinica.
Esses produtos foram inicialmente chamados de “agentes condroprotetores”, ou
seja, compostos que: aumentam a sintese de macromoléculas por condrdcitos;
aumentam a sintese de acido hialurbnico por sinovidcitos; inibem enzimas
degradativas ou mediadores inflamatérios; e eliminam ou previnem a formagéao de
fibrina, trombos, e placas na membrana sinovial ou vasos subcondrais (GHOSH et
al., 1992).

Atualmente, ndo se conhece um agente capaz de realizar concomitantemente
todos estes objetivos. Como resultado, o termo agente condroprotetor é considerado
improprio por muitos autores, e o termo agente modificador da doenga osteoartritica
€ preferivel (MCLAUGHLIN, 2000).

Além disso, como muitos destes produtos agem gradualmente incorporando-
se na matriz da cartilagem, o termo agente modificador da doenga osteoartritica de
acao lenta é frequentemente utilizado. Estes produtos podem ser divididos em
produtos de administragcdo parenteral e de administragdo oral (MCLAUGHLIN,
2000).

Os agentes modificadores da doencga osteoartritica orais sdo comercializados
como suplementos nutricionais. Logo, uma vez considerados suplementos, seus
fabricantes ndo sédo obrigados a fornecer dados rigidos sobre sua eficacia clinica a

orgaos controladores governamentais de medicamentos. Como resultado, pouca
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evidéncia cientifica sobre seu valor no tratamento da osteoartrite tem sido relatada
(MCLAUGHLIN, 2000).

Além disso, ndo existe controle rigido para garantir, que o0s
produtos realmente contenham os componentes listados no rétulo, ou que os
componentes estejam em quantidades adequadas (MCLAUGHLIN, 2000).

Portanto, a variacdo entre os produtos disponiveis € significativa, e os
resultados obtidos na avaliagao cientifica de um determinado produto, podem nao se
aplicar a outros, aparentemente semelhantes (MCLAUGHLIN, 2000).

2.2.1 Glicosaminoglicanos

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sao heteropolissacarideos lineares formados
por unidades dissacaridicas repetitivas, em que um dos agucares € uma hexosamina
(a-D-glucosamina, B-D-glucosamina ou -D-galactosamina) e o outro € um agucar
nao-nitrogenado, que pode ser um acido urénico (acido B-D-glucurdnico ou a-L-
idurdnico) ou um acucar neutro (B-D-galactose), unidos por ligagdes glicosidicas.
Estes compostos apresentam alta densidade de carga anidnica devido a presenca
de grupamentos sulfato em diferentes numeros e posigbes e ainda grupamentos
carboxila dos residuos de &cido urénico (JACKSON et al., 1991; KJELEEN;
LINDAHL, 1991).

Os principais glicosaminoglicanos de tecidos de mamiferos sao: acido
hialurbnico ou hialuronam (AH), condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS),
queratam sulfato (KS), heparam sulfato (HS) e heparina (Hep). O quadro 1
apresenta a composigao desses glicosaminoglicanos quanto ao tipo de hexosamina,
tipo de acgucar ndo-nitrogenado, tipo e posicdo dos grupamentos sulfato. E as

unidades dissacaridicas s&o apresentadas na figura 4 (VIEIRA et al., 2007).



GAGs Agucar nao Hexosamina (Hx) Posicao
nitrogenado sulfato
Adido £ ido p-D-glucuroni D-N-acetilg| i (-)
hialurénico cido B-D-glucurdnico B-D-N-acetilglucosamina
Condroitim |z . . : . C4 ou C6
sulfato Acido B-D-glucurdnico B-D-N-acetilgalactosamina (Hx)
Dermatam  |Acido a-L-idurénico : .
sulfato Acido B-D-glucurénico B-D-N-acetilgalactosamina C4 (Hx)
Queratam : . C6 (Hx)
sulfato B-D-galactose B-D-N-acetilglucosamina C6 (Gal)
Heparam  |Acido B-D-glucurdnico a-D-N-acetilglucosamina N2 e/ou
sulfato Acido a-L-idurénico a-D-glucosamina sulfato C6 (Hx)
. A N2 e/ou
Heparina Acido a-L-lduronlf:o_ a-D-glucosamina N-sulfato C6 (Hx)
Acido B-D-glucurdnico C2 (AU)

Hx: residuos de hexosamina; AU: residuos de acido urénico
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Quadro 1 - Composicao dos dissacarideos dos glicosaminoglicanos de mamiferos - Sao Paulo - 2009
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CH,0H
~
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Acido Hialurdnico Queratam sulfato
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NAc

Condroitim sulfato Dermatam sulfato

Figura 4 - Principais unidades dissacaridicas dos glicosaminoglicanos - Sdo Paulo - 2009

Os glicosaminoglicanos ocorrem nos tecidos covalentemente ligados as
proteinas, formando os proteoglicanos, com exceg¢do do acido hialurdnico, que
ocorre nos tecidos como cadeia polissacaridica livre (FRASER; LAURENT, 1989).
Portanto, os proteoglicanos (PGs) sdo macromoléculas complexas formadas por um
esqueleto protéico a qual, as cadeias de glicosaminoglicanos estdo ligadas

covalentemente (Figura 5).
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PROTEOGLYCANS

Glycosoaminaglycans
; (O-linked K5, HS, C5)

protein core —_—

=et/Gly repeat - =

—0o—— O-linked oligo.

M-linked oligo, —— e @==

Fonte: http://employees.csbsju.edu/HJAKUBOWSKI/classes/ch331/cho/proteoglycan.qif

Figura 5 - Estrutura do proteoglicano - Sdo Paulo - 2009

Os proteoglicanos sao sintetizados pela via secretéria celular, sendo o
esqueleto protéico traduzido no reticulo endoplasmatico rugoso, e glicosilado no
reticulo endoplasmatico rugoso e no complexo de golgi.

Em contraste, o acido hialurénico € sintetizado na superficie celular por uma
familia de enzimas de membrana chamadas de acido hialurénico sintases (HAS,
hyaluronic acid synthases), que adicionam os residuos alternados de N-acetil-
glucosamina e &cido glucurdnico a extremidade redutora do polimero nascente. A
medida que vai sendo sintetizado, o polissacarideo ja é secretado para o0 meio

extracelular.

2.2.1.1 Proteoglicanos de Cartilagem

O primeiro proteoglicano descrito foi o agrecam, que ocorre em altas
concentragdes na matriz da cartilagem. O tecido cartilagineo €, de todos os tecidos
de mamiferos, o0 mais rico em proteoglicanos e glicosaminoglicanos, que
correspondem a mais de 10% do peso seco do tecido (MICHELACCI et al., 1979,
1981).
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O agrecam é formado por um esqueleto protéico de cerca de 200 kDa, ao
qual estao ligadas cadeias de queratam sulfato (cerca de 30) e de condroitim sulfato
(cerca de 100) (Figura 6) (GALLAGHER, 1989).

Agrecam - agregado

J—1 um —l

Esqueleto
protéico

Proteina de
ligagéo

Agrecam - mondémero

Queratam sulfato — 1 =
S ey Condroitim sulfato

£y { ! I : : :
ﬂ'ﬁfﬂa. S bees : ik
(A} —ipm (B}

Fonte: © 1994 by Bruce Alberts, Dennis Bray, Julian Lewis, Martin Raff, Keith Roberts, and James
D. Watson. Molecular Biology of the Cell. Figura 18-38, disponivel no site
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books.

Figura 6 - Moléculas de agrecam e de proteina de ligagdo formando agregados com acido
hialurénico - Sdo Paulo - 2009

O esqueleto protéico forma duas regides globulares proximo a extremidade N-
terminal da molécula — G1 e G2 — e uma regiao globular na extremidade C-terminal.
Entre G2 e G3 existe um longo dominio estendido, ao qual se ligam as cadeias de
glicosaminoglicanos. Além disso, estdo presentes também oligossacarideos N- e O-
ligados (Figura 7) (GALLAGHER, 1989).
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[CS2

ICS1

G20

IGD —

G1Q@ LP

Fonte: The involvement of aggrecan
polymorphism in degeneration of

human intervertebral disc and articular
cartilage. P. Roughley, D. Martens, J.
rantakokko, M. Alini, F. mwale and J.
Antoniou, p. 3. Disponivel no site
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books.

Figura 7 - Estrutura do Agrecam. LP - ligacéo
protéica, G1, G2, G3 - dominios,
KS - queratam sulfato, IGD -
interglobular dominio, CS1, CS2 -
dominios ricos em condroitim
sulfato - S&o Paulo - 2009

Agrecam interage, pelo dominio G1, com &acido hialurénico, formando
agregados multi e macromoleculares enormes, que ficam presos na malha de
colageno. Esta ligacdo € estabilizada por uma glicoproteina de baixo peso
molecular, que tem homologia com G1, chamada de “proteina de ligagcao” ou link
protein (FRANZEN et al., 1981).

Estes agregados devido a sua natureza polidnica, retém agua e sado os
principais responsaveis pelas propriedades de resisténcia a pressao da cartilagem,

ou seja, quando a cartilagem & submetida a pressdo, a agua se desloca, sendo
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atraida de volta quando a pressao diminui, causando minima deformacido e
amortecendo o impacto sobre os ossos (SCOTT, 1992).

O dominio G3 interage com outras proteinas da matriz, regulando e
estabilizando todo o tecido.

Além disso, proteoglicanos de baixo peso molecular, da familia SLRP (small
leucine rich protein) como decorim e biglicam, e proteoglicanos de dermatam sulfato
também estdo presentes. Decorim é capaz de interagir com fibrilas de colageno
regulando a fibrilogénese (KRESSE et al., 1993). Na superficie dos condrécitos,
(assim como em quase todas as demais células de tecidos animais) estdo presentes
proteoglicanos de heparam sulfato da familia dos sindecans.

Nas décadas de 1970/1980, demonstrou-se que existe uma correlagao entre
a estrutura do agrecam e a ocorréncia de processos de crescimento e ossificagéo
nas cartilagens articulares. Cartilagens humanas de individuos recém-nascidos
contém muito menos queratam sulfato do que cartilagens adultas normais. Além
disso, o condroitim sulfato € hibrido, formado por unidades dissacaridicas 4- e 6-
sulfatadas, enquanto no adulto, € exclusivamente 6-sulfatado. A proporcdo de
dissacarideos 4-sulfatados é tanto maior quanto mais préximo da regido de
crescimento 6sseo, chegando a 50% no disco epifisario (MICHELACCI et al., 1979,
1981).

Na osteoartrite e em tumores de cartilagem, tanto benignos como malignos,
as mesmas alteragdes também ocorrem: diminuigdo na concentracdo de queratam
sulfato e aumento na proporgao de dissacarideos 4-sulfatados no condroitim sulfato
(MICHELACCI et al., 1979, 1981; MOURAO et al., 1979).

Brown et al. (1998), encontraram relagcdo direta entre o aumento de
dissacarideos 6-sulfatados na cartilagem articular de equinos e o avancar da idade,
e uma diminui¢ao destes nos casos de doenca articular degenerativa.

Esses dados sugerem uma correlagdo entre estrutura do condroitim sulfato da
matriz da cartilagem, e a ocorréncia de processos de crescimento e ossificagdo do
tecido. Por outro lado, o condroitim 6-sulfato pode estar relacionado com a
manutencao da integridade da superficie articular (MICHELACCI et al., 1979).
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2.2.1.2 Acido Hialurénico

Acido  hialurénico, também conhecido como hialuronam, ¢é o
glicosaminoglicano estruturalmente mais simples, constituido pela alternancia de N-
acetilglucosamina e acido glucurénico. Conforme ja mencionamos, diferentemente
dos outros glicosaminoglicanos, este € o unico que nao ocorre nos tecidos
covalentemente ligado a um esqueleto protéico. Além disso, pode se associar por
interacdes nao-covalentes com outras moléculas especificas e esta interacdo pode
contribuir para a organizagcao e matriz onde reside (WIGHT et al., 1991).

O acido hialurénico € um componente comum de fluidos orgénicos, incluindo
o liquido sinovial e o humor aquoso e da matriz extracelular (ALTMAN;
MOSKOWITZ, 1998).

Na cartilagem é sintetizado pelos condrécitos. Moléculas de agrecam
interagem com as moléculas nascentes de acido hialurdnico, tornando as regides
pericelulares da matriz extracelular mais ricas em glicosaminoglicanos (CHRIS et al.,
2002).

O acido hialurénico modula a resposta quimiotatica dentro da membrana
sinovial, reduzindo a migragao celular e diminuindo as taxas de difusdo e fluxo de
solutos (FORRESTER; BALAZS, 1980; HOWARD; MCILWRAITH, 1993), ou seja,
influencia a composigao do liquido sinovial, agindo como barreira para componentes
ativos do plasma e leucdcitos adentrarem a cavidade articular (HOWARD;
MCILWRAITH, 1996). Além disso, confere viscosidade ao liquido articular, facilitando

a lubrificacao articular.

2.2.1.3 Utilizagdo de Condroitim Sulfato e Glucosamina no Tratamento da

Osteoartrite

Como os proteoglicanos de condroitim sulfato sdo os principais constituintes
das cartilagens, esperava-se que fornecendo condroitim sulfato, houvesse uma

melhora das condi¢des bioldgicas do tecido. Entretanto, ha controvérsias quanto a
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proposta sobre os beneficios do tratamento com condroitim sulfato nos pacientes
com osteoartrite (OWENS et al., 2004).

Estudos in vitro demonstraram a capacidade do condroitim sulfato em diminuir
a perda de componentes da cartilagem articular, e de inibir enzimas condroliticas
(BASSLEER et al., 1998).

Em estudo clinico realizado em humanos com osteoartrite e idade acima de
50 anos, observou-se significativa redugdo do uso de anti-inflamatorios nao
esteroidais (AINEs) no grupo de pacientes tratados com doses de 2 g/dia de
condroitim sulfato (MAZIERES et al., 1992). O alivio da dor relacionada & osteoartrite
foi percebido apds trés meses de tratamento e persistiu até um a dois meses apoés a
descontinuagdo do tratamento (VERBRUGEEN et al., 1997). Além disso, trés
metanalises (LEEB et al., 2000; MCALINDON, 2000; TOWHEED, 2002)
demonstraram a eficacia de condroitim sulfato no controle da dor e na melhora
funcional articular dos pacientes acometidos pela osteoartrite.

Quando adicionado a cultura celular de condrocitos, efeitos metabdlicos foram
notados. Em modelos experimentais com condrécitos humanos, o condroitim sulfato
aumentou a producgéo de glicosaminoglicanos, sem efeito visivel sobre a sintese de
colageno Il (BASSLEER et al., 1998).

Em modelos experimentais utilizando coelhos com osteoartrite induzida
experimentalmente, o condroitim sulfato conferiu protecéo a cartilagem em relagdo a
sua degradagcdo. Demonstrou-se que os animais que receberam suplementagao
com condroitim sulfato apresentaram menor perda de proteoglicanos da cartilagem
em relagdo aos que nao receberam a suplementacéo (TAYLOR et al., 1996).

Resumidamente, existem inumeros artigos cientificos mostrando a atividade
imunoldgica, antioxidante e os efeitos sobre o metabolismo celular in vitro do
condroitim sulfato (VOLPI, 2006). Bem como, estudos clinicos que comprovam sua
eficacia clinica em diminuir os sintomas da osteoartrite tanto em humanos como em
equinos. Paralelamente, também existem estudos randomizados e com controle que
nao observaram qualquer eficacia clinica do condroitim sulfato (RICHARDSON;
LOINAZ, 2007).

Quanto a glucosamina que é uma hexosamina (monossacarideo aminado)
componente de quase todos os glicosaminoglicanos e glicoproteinas de tecidos

animais, incluindo a cartilagem articular. E um dos glicolipideos e componente de
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oligossacarideos O-ligados e N-ligados das glicoproteinas dos glicosaminoglicanos
(CANAPP, 1999; DEAL; MOSKOWITZ, 1999).

A glucosamina é produzida no organismo pela adicdo de um grupo amino a
glicose. Esta molécula pode ser posteriormente acetilada, formando N-
acetilglucosamina. A N-acetilglucosamina é convertida em N-acetilgalactosamina (a
hexosamina de condroitim sulfato e dermatam sulfato) pela C4-epimerase, que age
sobre a UDP-N-acetilglucosamina (DEAL; MOSKOWITZ, 1999).

Apds a administragdo oral de glucosamina sulfato, pelo menos 90% é
absorvido, aparecendo 10% nas fezes. Da quantidade absorvida, cerca de 20-30%
do composto aparece posteriormente na urina, e até 70% aparece expirado com
COy, e cerca de 8-12% séo retidos nos tecidos (VAN DER KRAN et al., 1988).

Estudos utilizando cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
mostraram que a biodisponibilidade da glucosamina € de 21% em humanos e 12%
em caes, apoés administracdo oral (ADEBOWALE et al., 2000). Estudos
independentes mostraram que a biodisponibilidade do medicamento oral em equinos
€ de 6% (OKE; WEESE, 2006). Além disso, concluiu-se que o nivel de glucosamina
no liquido sinovial € 10% do nivel de glucosamina no soro, indicando que a
glucosamina nao é rapidamente difundida da circulagao para o liquido sinovial (OKE;
WEESE, 2006).

Preparagdes de glucosamina estdo disponiveis no mercado na forma de
sulfato, cloro-hidrato, e cloreto. Também existem preparagdes de N-
acetiglucosamina.

A maioria dos estudos clinicos em humanos é conduzida com glucosamina
sulfato, uma vez que também o sulfato pode ser componente limitante para a sintese
dos glicosaminoglicanos sulfatados. Had menos informagdes disponiveis sobre os
efeitos clinicos das outras formas. As preparagdes sulfato e cloro-hidrato da
glucosamina diferem em grau de pureza, teor de sodio, bioatividade e equivaléncia
de doses. Porém a maioria dos estudos realizados em cavalos utiliza a forma de
cloro-hidrato (Figura 8) (LAVERTY et al., 2005).
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Glucosamine Hydrochloride

Glucosamine Sulphate

Fonte : http://urahglobalmarketing.com/images/Molecular-S-of-Glucosamine2.jpg

Figura 8 - Estrutura da glucosamina sulfato e da glucosamina cloro-hidrato - S&do Paulo - 2009

N&o ha relatos de efeitos colaterais do uso de glucosamina em animais (OKE;
WEESE, 2006). Contudo, sugere que a glucosamina cloreto e a N-acetil
glucosamina nao sao efetivas. Hoffer (2001), indicando a importancia da associacao
com o sulfato inorganico, cuja deplegdo pode levar a diminuicdo da sintese de
glicosaminoglicanos in vivo.

Um estudo analisou os efeitos inibitérios da glucosamina (concentragao de 25
mg/ml) em cartilagem articular de equina condicionada com IL-1, isto porque a IL-1
tem mostrado estar presente em niveis elevados nas doengas articulares e é
responsavel por estimular as alteragdes ocorridas na osteoartrite, tais como o
aumento da producdo de PGE, , 6xido nitrico, e matriz das metaloproteinases.
Verificou-se um efeito inibitério sobre todas as enzimas associadas com a
degradagdo da cartilagem articular neste experimento. Porém a significancia
estatistica descrita neste experimento ndo implica necessariamente em um
significado clinico, porque uma concentracédo de 25 mg/ ml é improvavel de ser
alcancada in vivo (FELTON et al., 2002).

Em um outro estudo que analisou a sintese de glicosaminoglicanos e o seu
conteudo total de fragmentos de cartilagem articular equina (normal e cultivada com
IL-1) que foram tratadas com glucosamina, condroitim sulfato e a associagéo de
ambos (0; 12,5; 25; 125; e 250 ug/ml), demonstrou que os fragmentos cultivados
com IL-1 tratados com altas doses de glucosamina e condroitim sulfato

apresentavam uma diminui¢do da liberagcado de glicosaminoglicanos, e este achado
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possui uma significancia clinica, ja que outros pesquisadores relataram que os niveis
de glucosaminoglicanos foram maiores em articulagées com osteoartrite, 0 que pode
indicar degradacdo da cartilagem. A concentragdo de 250 pg/ml pode ser
encontrada in vivo (ALWAN et al., 1991).

A glucosamina também afeta a expressao génica de condrécitos humanos,
induzindo um aumento duas vezes maior nas concentracbes do mRNA de perlecam
e agrecam (JIMENEZ; DODGE, 1997).

Em condrécitos de fetos humanos, a glucosamina aumenta a sintese de
colageno tipo Il especifico de cartilagem, sendo que este efeito ndo € observado em
condrécitos de adultos (JIMENEZ; DODGE, 1997).

Sandy et al. (1998) demonstraram que o efeito da interleucina (IL-1) na
indugao da atividade da agrecanase nos condrdcitos pode ser inibida pela glutamina
e glucosamina.

Além dos efeitos da glucosamina no metabolismo da cartilagem, efeitos anti-
inflamatdrios tém sido descritos como, por exemplo, em modelos experimentais de
inflamacédo em ratos. Inicialmente a atividade anti-inflamatéria da glucosamina foi
relacionada a mecanismos substancialmente diferentes daqueles utilizados pelos
dos AINEs, que atuam principalmente por inibicdo das ciclooxigenases, ou seja,
nao sendo um inibidor das ciclooxigenases, seus efeitos seriam prostaglandina-
independentes (SETNIKAR et al.,, 1991). Porém, nos estudos mais recentes, a
reducao dos niveis de PGE; em fragmentos de cartilagem tratados com glucosamina
ou associada com o condroitim sulfato foi atribuida a uma diminuicdo na expressao
génica de ciclooxigenases-2 (COX-2) (CHAN et al., 2005).

Alguns dos mecanismos da ac¢do anti-inflamatéria da glucosamina podem
estar relacionados com o estimulo da biossintese dos proteoglicanos. Tem sido
sugerido que os recém-sintetizados proteoglicanos podem estabilizar membranas
celulares, resultando em um efeito anti-inflamatorio (VERBRUGGEN et al., 1997).

A glucosamina também reduz a geragdo de radicais superdoxido por
macrofagos e inibe enzimas lisosomais (ZUPANETS et al., 1991).

Estudos em que a glucosamina foi administrada em associagcdo com AINEs,
como diclofenaco, indometacina ou piroxicam, mostraram que esta associagao
permite a diminuigcdo na dose de AINEs (ZUPANETS et al., 1991).

Estes potenciais mecanismos de agao tornam a glucosamina uma opgao

atraente para o tratamento de osteoartrite (PELLETIER et al., 1997).
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Muitos agentes orais modificadores da doenca osteoartritica contém
glucosamina e condroitim sulfato, em diferentes combinacdes e formas. Postula-se
que estes componentes sejam absorvidos pelo trato gastrintestinal, e incorporados
aos tecidos articulares, fornecendo os precursores necessarios para promover o
reparo da cartilagem (MCLAUGHLIN, 2000).

Tanto a glucosamina quanto o condroitim sulfato inibem a degradacédo dos
proteoglicanos, principalmente pela inibicdo das metaloproteinases e da IL-1. A
producdo de glicosaminoglicanos também é estimulada por ambos (RODGERS,
2006). A glucosamina em associagdo com o condroitim sulfato estimulam a
producgao de acido hialurénico, aumentando assim a viscosidade do liquido sinovial.

Existem numerosos estudos em cavalos que sugerem uma agao sinérgica
entre a glucosamina e o condroitim sulfato, e que seus efeitos benéficos sdo maiores
quando em associacdo do que quando cada um € administrado separadamente.
(RODGERS, 2006).

Rodgers (2006) relatou que o uso oral de glucosamina e condroitim sulfato
em cavalos com osteoartrite, diminui drasticamente a necessidade de infiltracbes
intra-articulares com acido hialurénico e/ou corticosteréides tanto em numero de
aplicagdes assim como em frequéncia.

A maioria dos estudos realizados em equinos prioriza doses entre nove a 12
gramas de compostos ativos de glucosamina e condroitim sulfato por seis a oito
semanas de tratamento a fim de demonstrar alguma eficacia, por meio de
mensuracao clinica no alivio de dor articular. (RODGERS, 2006).

Hanson et al. (1997), realizaram um estudo utilizando 25 cavalos com doenca
articular degenerativa e que foram suplementados com a associagédo de
glucosamina e condroitim sulfato, por seis semanas. A cada duas semanas foram
feitas avaliagbes quanto ao grau de claudicagdo e teste de flexdao. Em todas as
avaliagcdes houve uma rapida e significante melhora ja nas primeiras duas semanas,
independentemente da idade, articulacéo afetada e atividade esportiva.

Em 2001 Hanson et al. realizaram outro estudo usando 14 cavalos com
idades entre cinco e 15 anos com claudicac&o progressiva de membro toracico, em
que foi adminstrado composto contendo glucosamina e condroitim sulfato por dois
meses. As avaliagdes clinicas foram realizadas no dia 0, 28 e 56. Obteve-se melhora
significante dos graus de claudicagéo tanto no dia 28 quanto no dia 56 em relagéo

ao grupo placebo.
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Apesar dos resultados positivos apontados, ha controvérsias quanto a
proposta sobre os beneficios do tratamento com glucosamina e condroitim sulfato
nos pacientes com osteoartrite (OWENS et al., 2004).

Relatos e alguns ensaios clinicos indicam que esses agentes sdo eficazes no
tratamento da osteoartrite (MCLAUGHLIN, 2000). No entanto, estudos adicionais a
longo prazo, sao necessarios para documentar sua plena eficacia no tratamento da
osteoartrite, em animais (MCLAUGHLIN, 2000).

2.2.1.4 Utilizagdo do Acido Hialurénico no Tratamento da Osteoartrite

Estudos clinicos com administragdo de acido hialurbnico exdgeno sao
realizados em cavalos desde a década de 1970. Alguns dos primeiros estudos
realizados com injegao intra-articular de acido hialurénico, relatou melhorias
significativas na claudicacéo e qualidade do liquido sinovial, sendo que n&o houve
reacdes adversas relatadas (ASHEIM; LINDBLAD, 1976).

Os estudos in vitro dos efeitos do acido hialurénico exdégeno identificaram
inibicdo da quimiotaxia de macréfagos (PISKO et al., 1983) e redugao da habilidade
de proliferagcado e migragao linfocitica (BALAZS; DARZYNKIEWICZ, 1973; HOWARD;
MCILWRAITH, 1993).

Resumidamente, os efeitos benéficos do acido hialurénico seriam explicados
por um aumento da lubrificacdo da membrana sinovial, controle da passagem de
células inflamatérias através da membrana, diminuicdo da efusdo sinovial e efeito
anti-inflamatério direto, especialmente pela diminuicdo das prostaglandinas no
liquido sinovial (MCILWRAITH, 1994). A aplicacao terapéutica de acido hialurénico
visa restabelecer essas fungdes na doenga degenerativa. Os resultados observados
em diversos estudos clinicos sédo positivos, mostrando melhora da claudicacéo,
aspecto macroscopico da lesao, dentre outros. O exato mecanismo de agao celular
do acido hialurénico, entretanto, ainda nao esta plenamente esclarecido
(GOODRICH; NIXON, 2006).

O &cido hialurénico exégeno estimula a sintese de novo acido hialurdnico,
inibe a liberacdo de acido araquidonico e inibe a sintese de prostaglandina E;

induzida pela IL-1 pelos sinoviécitos humanos, e a partir de macréfagos durante a
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fagocitose (HOWARD; MCILWRAITH, 1996). Também influencia na aderéncia,
proliferacdo, migracao e fagocitose dos leucocitos (ALTMAN; MOSKOWITZ, 1998),
desempenha um efeito anti-inflamatorio direto (FORTIER, 2005), e proporciona um
efeito analgésico em cavalos com artrite traumatica (BALAZS, 2004).

Todas essas propriedades biolégicas parecem ser dependentes do peso
molecular, e exigem um produto com peso superior a 900 kDa (GHOSH; GUIDOLIN,
2002; NAKAMURA et al., 2004).

Injegcbes intra-articulares s&o provavelmente as formas mais eficazes para a
acgao do acido hialurénico em uma unica articulagao acometida (FORTIER, 2005).

Os riscos de infecgao articular, e interesse de tratar multiplas articulagdes, ao
mesmo tempo, tém impulsionado o estudo clinico em preparagdes intravenosas e
orais (FORTIER, 2005).

Ha uma grande variedade de artigos cientificos demonstrando os efeitos
benéficos do acido hialurénico em cartilagem (TAKAHASHI et al., 2000; GHOSH,;
GUIDOLIN, 2002), tendao (GAUGHAN et al., 1991) e osteoblastos (LAJEUNESSE et
al., 2003).

Varios produtos orais comercializados contendo acido hialurénico sao tidos
como eficazes para o tratamento de doengas articulares em cavalos (FORTIER,
2005). Contudo, ndo ha dados satisfatorios quanto a absorgao, biodisponibilidade,
distribuicdo, ou a eficacia destes produtos orais (FORTIER, 2005).

Também, numerosos relatos clinicos apdiam o uso de acido hialurénico na
doencga articular em equinos (RUTH; SWITES, 1985; GAUSTAD; LARSEN, 1995), e
mais uma vez ha poucos dados que documentem a farmacocinética e os efeitos
biolégicos da administragdo intravenosa de acido hialurénico (KAWCAK et al., 1997;
POPOT et al., 2004), e ndo ha dados objetivos sobre a absorgado ou eficacia de

produtos orais com acido hialurénico.

2.2.1.5 Degradacéo e Eliminagdo dos Proteoglicanos e Glicosaminoglicanos

Estima-se que dos 250 mg de glicosaminoglicanos metabolizados diariamente

no homem, cerca de 10% desses sejam excretados na urina (HESSE et al., 1987).
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Os 90% restantes sao completamente despolimerizados até monossacarideos e
sulfato por enzimas lisossomais.

Cavalos excretam cerca de 2-10 mg/l glicosaminoglicanos na urina. Os
principais glicosaminoglicanos encontrados na urina de cavalo sdo o condroitim
sulfato (~70%), heparam sulfato (~20%) e dermatam sulfato (~10%). Além disso, sao
encontrados tracos de queratam sulfato (~0,015 mg/l) e acido hialurénico, sé
detectados por métodos imunoquimicos (VIEIRA et al., 2007).

Sabe-se que em humanos a excrec¢ao de glicosaminoglicanos sofre influéncia
da idade (MICHELACCI; HORTON, 1989) as diferengas quanto a género e ritmo
circadiano, desaparecem quando é feita a corregao por creatinina urinaria.

Como os métodos de isolamento e identificagdo dos glicosaminoglicanos sao
muitos e se baseiam em diferentes propriedades, os resultados obtidos por
diferentes autores sao, frequentemente, discordantes (MICHELACCI, 1995). Muitos
autores dosam  glicosaminoglicanos pelo método  colorimétrico  de
dimetilmetilenodiamino (DMB), que sofre a influéncia de outros componentes
(organicos e inorganicos) da urina, levando a resultados pouco confiaveis (LIMA et
al., 2007).

Em se tratando de equinos, varios foram os trabalhos que quantificaram os
glicosaminoglicanos no liquido sinovial, porém poucos relatam a quantificacdo
destes compostos na urina. Alwan et al. (1991) observaram niveis mais altos de
glicosaminoglicanos no liquido sinovial, soro e urina de cavalos acometidos por
osteoartrite do que em cavalos normais ou com artrite infecciosa. Porém, nao
discriminaram os glicosaminoglicanos urinarios encontrados.

Outros métodos usados para isolamento dos glicosaminoglicanos urinarios
baseiam-se em precipitagdo com as aminas quartenarias brometo de
cetiltrimetilaméneo (CTAB) ou cloreto de cetilpiridina (CPC); precipitacdo com azul
de alcian; dialise ou cromatografia de gel filtragdo para separagdo da fragéo
macromolecular (MICHELACCI, 1995). Lima et al. (2007) mostraram que o
isolamento de glicosaminoglicanos urinarios por cromatografia por troca ibnica apos
eletroforese em gel de agarose € um método confiavel que elimina a interferéncia de
outros componentes urinarios e permite a identificacdo e quantificagdo individual de

glicosaminoglicanos em equinos.
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2.2.1.6 Biomarcadores da Doencga Articular

Alteragdes bioquimicas causadas pela osteoartrite envolvem processos
dindmicos de todos os constituintes da articulacdo (FRISBIE et al., 2002). A
liberagao de diferentes macromoléculas e seus fragmentos no liquido sinovial € no
soro e, posteriormente, excretados na urina na forma de glicosaminoglicanos estéo
relacionados a processos anabdlicos e catabdlicos da cartilagem (SUMER et al.,
2006).

Varios pesquisadores tém tentado identificar produtos de degradagao das
macromoléculas tipicas da cartilagem articular no liquido sinovial, soro e urina, como
possiveis marcadores que possam refletir a destruicdo da cartilagem, monitorando
assim o inicio, e a progressao da doencga articular (ALWAN et al., 1991). Para tal,
varios compostos tém sido utilizados, incluindo os glicosaminoglicanos.

Biomarcadores podem ser usados para: 1) esclarecer 0s processos
patofisioldgicos da articulagéo; 2) diagndstico diferencial entre articulagdes afetadas
e nao afetadas, e distingdo de grau de degradacao na cartilagem articular; 3)
monitorar a resposta a terapia; 4) possibilitar um prognéstico. De acordo com a
maneira pela qual os biomarcadores s&o detectados, eles podem ser divididos em
bioquimicos e imunoldégicos.

Recentemente o termo biomarcadores tem sido aplicado também para
técnicas de imagem, marcadores genéticos e microarrays.

Biomarcadores que proporcionam informagdes especificas sobre alteragdes
no anabolismo e catabolismo da matriz da cartilagem sdo designados como
biomarcadores diretos. Eles sédo originarios principalmente de tecidos cartilagineos,
ou sdo enzimas que somente sao ativas nestes tecidos, como anticorpos contra
propeptideos carboxiterminais do colageno tipo Il (CPIl), fragmentos de colageno
tipo I, glicosaminoglicanos (CS e KS), proteina oligomérica da matriz cartilaginea
(MCILWRAITH, 2005).

Ja os biomarcadores indiretos nao sao derivados de tecidos componentes da
articulacdo, mas influenciam o metabolismo destes ou a integridade da matriz
cartilaginea. Exemplos de biomarcadores indireto sdo: metaloproteinases de matriz
(MMPs), agrecanase, inibidores de metaloproteinases teciduais (TIMPs),

ecosanodides (PGEy), fatores de crescimento tipo insulina (IGF-1), interleucina 1 e 6
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(IL-1, IL-6), TNFa, acido hialurénico e proteina C reativa (CRP) (MCILWRAITH,
2005).

Por outro lado de acordo com estudos de Vieira et al. (2007) a analise de
glicosaminoglicanos da wurina seria uma alternativa, bem menos invasiva,

possibilitando a analise de um grande numero de amostras.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o efeito da administragdo oral de condroitim sulfato, acido
hialurénico e glucosamina associados sobre a evolugédo clinica, radiologica, e
glicosaminoglicanos urinarios, do liquido sinovial e sérico de cavalos acometidos por

osteoartrite.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

O presente projeto teve como objetivos especificos:

- avaliar as alteragdes articulares em cavalos acometidos por osteoartrite antes,
durante e apos o término do tratamento com condroitim sulfato, glucosamina e acido
hialurénico por meio de exames clinico e radioldgico;

- identificar e quantificar os glicosaminoglicanos urinarios;

- identificar e quantificar condroitim sulfato e acido hialurénico no liquido sinovial de

articulacbes com osteoartrite;

- identificar e quantificar acido hialurénico sérico.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados seis equinos, com idades entre seis e doze anos, machos ou
fémeas, submetidos ao mesmo manejo nutricional, e alojados no Departamento de
Clinica Médica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade
de Sao Paulo - USP.

Os animais foram avaliados clinica e radiograficamente no inicio do
experimento (dia 0), para identificacdo de lesdes articulares nas articulagdes
tibiotarsicas e exclusdo de outras enfermidades que interferissem nos resultados.
Também foram colhidas amostras de sangue, liquido sinovial e duas amostras de
urina, com intervalo de 24 horas, de cada animal.

O tratamento foi iniciado pela administracdo oral diaria de 30 gramas de
preparagao comercial contendo glucosamina (3,15 gramas), condroitim sulfato (2,85
gramas) e acido hialurdnico (0,10 gramas), por 25 dias consecutivos.

Foram colhidas amostras de sangue, liquido sinovial e urina nos dias 5, 10,
15, 20, 27, 34, 41, 48 e 55 apds o inicio do tratamento.

Também foram colhidas amostras de liquido sinovial de 10 articulacées

tibiotarsicas de cavalos higidos como controle.

4.2 EXAME FiSICO

O exame fisico articular foi realizado no dia anterior ao inicio do tratamento
(dia 0), e nos dias 30 e 60. O exame constou de:

a - inspecao (aumento de volume, postura antialgica em estagao);

b - palpagao (calor, dor na flexdo passiva, consisténcia);

¢ - dindmica (claudicagao presente ou ausente);

d - teste de flexao articular (positivo ou negativo).



56

4.3 EXAME RADIOGRAFICO

O exame radiografico foi realizado antes do inicio do tratamento e 30 dias
apos o término do mesmo, ou seja, 60 dias apds o inicio da administracdo dos
medicamentos. As articulagdes tibiotarsicas dos animais selecionados foram
radiografadas em quatro projecbes: dorsoplantar, lateromedial, dorsolateral
plantaromedial e dorsomedial plantarolateral.

A avaliagdo das imagens radiograficas foi realizada por meio de escores,
utilizando uma escala de 0 a 5, adaptada de Kirker-Head et al. (2000):

Os parémetros e escores utilizados foram os seguintes:

a - aumento de volume dos tecidos moles peri-articulares;

0 = nenhum

1 = perda de planos teciduais

2 = pequeno aumento de volume ou confinado a capsula articular
3 = moderada distensao capsular

4 = severa distensao capsular, com envolvimento de outros tecidos

5 = grande aumento de volume envolvendo todos os tecidos peri-articulares

b - mineralizagao de tecidos moles;

0 = nenhum

1 = suspeito

2 = pequeno aumento de volume ou confinado a capsula articular
3 = alteracao capsular ou peri-articular

4 = reagao marginal com ostedfitos e entesdfitos

5 = grande envolvimento de tecidos peri-articulares
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¢ - aumento de espaco articular;

0 = nenhum

1 = suspeito

2 = imediatamente reconhecido, sem distensao da capsula articular
3 = 6bvio com distensao da capsula articular

4 = articulagdo amplamente separada

5 = acompanhada por subluxagéo ou ruptura de ligamento

d - diminuigao de espaco articular;

0 = normal

1 = leve ou orientagao desigual do espago articular

2 = estreitamento, com o espaco ainda observado entre as duas extremidades
Osseas

3 = extremidades Gsseas se tocando em alguns lugares

4 = acompanhada por esclerose subcondral

5 = anquilose ou pontes trabeculares

e - evidéncia de osteofitos;

0 = nenhum

1 = sugestivo de mineralizagcdo da margem articular

2 = margens articulares moderadamente elevadas

3 = borda da margem articular facilmente reconhecida

4 = “labeamento” proeminente ao redor da margem articular

5= “labeamento” proeminente e irregular com fragmentagdo ou mineralizagao

nos tecidos moles adjacentes

f - evidéncia de entesofitos;

0 = nenhum

1 = fraco sombreamento na inser¢ao capsular ou ligamentar

2 = linhas ou pontes de mineralizagdo na inser¢gao capsular ou ligamentar

3 = projecéo 6ssea facilmente reconhecida no local da insergéo

4 = reagao Ossea periosteal proeminente no local da inser¢ao

5 = reacao periosteal proeminente com extensiva mineralizacido dos tecidos

moles
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g - esclerose de osso subcondral;

0 = nenhuma

1 = suspeita ou placa 6ssea subcondral mais densa

2 = zonas esclerdticas localizadas

3 = reacgao esclerdtica confinada, envolvendo grande parte da placa 6ssea
subcondral

4 = esclerose se estendendo de forma desigual pela epifise

5 = extensiva esclerose envolvendo toda placa o&ssea subcondral e

estendendo-se através da epifise

h - mudancgas erosivas e lesdes articulares;

0 = nenhuma

1 = pequena depressao na margem subcondral, levemente irregular

2 = erosao superficial do osso subcondral sem esclerose

3 = erosao superficial do osso subcondral com zonas restrita de esclerose

4 = eroséo irregular proeminente ou lise cistica do osso subcondral e epifise,
com ou sem esclerose

5 = severa erosao ou lesao cistica estendendo-se pela epifise, com esclerose

e periostite reativa

i - evidéncia de fragmentos osteocondrais;

0 = nenhum

1 = fragmento osteocondral sutil, ndo deslocado

2 = fragmento osteocondral pequeno e bem definido, separado ou ndo

3 = grande fragmento (>10% da largura do espaco articular)

4= fragmento osteocondral acompanhado de moderada resposta proliferativa
5= multiplos fragmentos osteocondrais ou fragmentacdo com avangada

resposta proliferativa

Os exames radiograficos foram realizados com uso de um aparelho de raios-x
portatil’, do Departamento de Clinica Médica da FMVZ/USP, sendo as unidades de

exposi¢coes determinadas levando em consideragdo a regido do corpo e a sua

! Diagnostic X, Ray Unit.
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espessura. A distancia foco-flme manteve-se fixa, e as peliculas radiograficas foram
usadas com chassis rigidos e compostos por telas intensificadoras rapidas com
emissdo de luz verde. As peliculas radiograficas expostas a radiagdo foram

identificadas e posteriormente submetidas ao processo de revelagao automatico.

4.4 COLHEITA E PREPARAGCAO DE URINA

Para analise da velocidade de excre¢ao do condroitim sulfato administrado,
duas amostras de urina de cada um dos seis cavalos foram colhidas antes do inicio
do tratamento. Durante a administragdo do produto, colheitas de urina foram
realizadas nos dias 5,10,15 e 20. Ao término do tratamento, as urinas foram colhidas
nos dias 27, 34, 41, 48 e 55. Todas as amostras foram colhidas no mesmo horario
do dia. Para fins de avaliacéo estatistica, foram utilizados os valores dos dias 0, 27 e
55 (antes do tratamento, ao fim do tratamento e 30 dias apdés o término do
tratamento).

A colheita de urina foi realizada por cateterismo uretral ou micgao
espontanea. A urina foi armazenada em coletores universais estéreis e transportada
em isopor com gelo. Apds devidamente identificadas foram congeladas a -20°C
(Figura 9).

Figura 9 - Foto demonstrando a colheita de urina de égua
por de cateterismo uretral - Sdo Paulo - 2009



60

4.4 .1 Analise das Urinas

Os glicosaminoglicanos presentes nas amostras de urina foram isolados e
quantificados no Laboratério de Biologia Molecular do Departamento de Bioquimica
da Universidade Federal de Sao Paulo - UNIFESP.

Como glicosaminoglicanos padrées foram utilizados condroitim sulfato,
dermatam sulfato (de pele de porco ou de mucosa intestinal suina) adquiridos da
Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA) e heparam sulfato (de pancreas bovino),

preparado no laboratério como descrito por Dietrich e Nader (1974).

4.4.1.1 Extragéo dos Glicosaminoglicanos Urinarios

Os glicosaminoglicanos (condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam
sulfato) das amostras de urina foram extraidos por cromatografia de troca ibnica em
Q-Sepharose Fast Flow (5 ml bed volume, 1 x 5 cm). A capacidade da coluna foi
determinada com condroitim sulfato padrao.

Cada amostra de urina foi diluida com 3 volumes de agua destilada e aplicada
a coluna previamente equilibrada com agua destilada. A coluna foi lavada duas
vezes com NaCl 0,3 M (10 ml), e os glicosaminoglicanos foram eluidos com NaCl 2
M (10 ml). Em seguida, foram precipitados pela adi¢do lenta e sob agitacédo de 3
volumes de metanol. Apés 24 horas a -20°C, o precipitado formado foi coletado por
centrifugacdo (3000 X g, 20 minutos) e seco a vacuo. As amostras foram

ressuspensas em 100 ul de agua destilada (Figura 10 e 11).
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Figura 10 - Colunas de cromatografia de troca idbnica em Q-Sepharose - Sao Paulo - 2009

Figura 11 - Precipitacdo dos glicosaminoglicanos
com metanol, apds cromatografia - Sdo
Paulo - 2009
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4.4.1.2 Identificacdo e Quantificacéo

Aliquotas (5 pl) de solugdes de glicosaminoglicanos urinarios, foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose (0,055%), em tampéo 1,3-
diaminopropano-acetato 0,05 M, pH 9 (PDA), como descrito por Jaques et al. (1968)
e modificado por Dietrich e Dietrich (1976). Uma mistura padrédo de
glicosaminoglicanos (5 pl), contendo condroitim sulfato, dermatam sulfato e heparam
sulfato, na concentragdo de 1 mg/ml cada, foi aplicada as laminas. Em seguida, os
compostos foram submetidos a eletroforese (5 V/cm), em cuba refrigerada, por
aproximadamente uma hora. O corante vermelho de cresol foi utilizado como
indicador da distancia percorrida pelos glicosaminoglicanos, pois 0 mesmo migra
proximo ao condroitim sulfato.

Na eletroforese em gel de agarose, tampao PDA, os glicosaminoglicanos sao
separados pela capacidade de interacdo com a diamina. Os compostos que menos
interagem com 1,3-diaminopropano apresentam maior migragdo eletroforética.
Assim, o tampao PDA discrimina, por ordem decrescente da mobilidade
eletroforética, condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS), e heparam sulfato
(HS) / heparina.

Apos a eletroforese, os glicosaminoglicanos foram fixados no gel por cetavion
(brometo de cetiltrimetilaménio) 0,1%, por 2 horas, no minimo. A seguir, o gel foi
recoberto com papel de filiro e seco sob corrente de ar aquecida. Os
glicosaminoglicanos foram corados com azul de toluidina 0,1% em acético 1% e
etanol 50%, por 15 minutos. O excesso de corante foi removido por acido acético 1%
e etanol 50%. Os glicosaminoglicanos foram quantificados por densitometria® das
respectivas bandas metacromaticas, por comparagdo com padrées conhecidos
(Figura 12).

2 Densitdmetro Helena, Quick Scan 2000
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Eletroforese em gel de agarose de
glicosaminoglicanos de urina de cavalo
eluidos da coluna de troca ibnica em Q-
Sepharose. M - mistura padrdo, CS -
condroitim sulfato, DS - dermatam sulfato,
HS - heparam sulfato, 1 a 11 - nimero de
amostras - Sdo Paulo - 2009

4.5 COLHEITA E PREPARACAO DE SANGUE

63

Foram colhidas amostras de 3 ml de sangue da veia jugular e acondicionadas

em tubos sem anticoagulante. Essas amostras foram centrifugadas, e o soro foi

separado e aliquotado em microtubos, identificados e congelados a - 20°C.

4.5.1 Quantificagdo de Acido Hialurénico Sérico

Em aliquotas de 100 pl de soro, adicionou-se 300 ul de protease alcalina
P126° (4 mg/ml Tris HCI 0,05 M). As misturas foram incubadas por 24 horas a 60°C.

A enzima foi inativada por aquecimento a 98°C, por 20 minutos, residuos foram

removidos por centrifugacao (8000 X g, 15 minutos) e o sobrenadante foi coletado.

3 Maxatase, Biocon do Brasil Industria Ltda.
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A determinacao do acido hialurénico sérico foi realizada segundo Martins et
al. (2003). Resumidamente, placas foram revestidas com proteinas de ligagao ao
acido hialurénico (HABP), obtidas de cartilagem bovina, e sucessivamente foram
incubadas com amostras contendo solucdo padrao de acido hialurénico ou soro, a
HABP conjugada a biotina, e estreptavidina ligada ao europium. Apds a liberagéo do
europium da estreptavidina, o resultado € uma solugao final fluorescente, a qual é
lida pelo fluorimetro. O método é especifico para acido hialurbnico mesmo na

presenga substancial de outras quantidades de glicosaminoglicanos ou proteinas.

4.6 COLHEITA DE LiQUIDO SINOVIAL

Foram colhidas amostras de liquido sinovial das articulagdes tibiotarsicas
direita e esquerda, acometidas por osteoartrite. O acesso escolhido para a
artrocentese foi a face dorsomedial imediatamente distal e dorsal ao maléolo medial
da tibia, e plantar ao ramo cranial da veia safena medial (STASHAK, 2002),
utilizando agulhas hipodérmicas 40 x 12. O local da puncado das articulacoes
tibiotarsicas foi preparado assepticamente antes de cada colheita, com uso de
iodopovidona e alcool 70% (Figuras 13 e 14).

As amostras foram centrifugadas em centrifuga refrigerada a 4°C, 10000 rpm,
durante 30 minutos, aliquotadas em microtubos em 2 fragdes, identificadas e

congeladas a - 20°C.



Figura 13 - Foto demonstrando o local da puncéo da articulago tibiotarsica e a aquisi¢gdo da
amostra de liquido sinovial - Sdo Paulo - 2009

Figura 14 - Foto demonstrando amostra de liquido sinovial - Sao Paulo - 2009
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4.6.1 ldentificacdo e Quantificagdo de Glicosaminoglicanos

Liquido sinovial (10 -50 pl) foi incubado com maxatase (20 -100 ul) (4 mg/ml
Tris HCI 0,05 M), por 24 horas a 50 °C.

Em seguida, residuos insoluveis foram removidos por centrifugagao, e ao
sobrenadante foram adicionados 3 volumes de metanol. Apds 24 horas a - 20°C, os
glicosaminoglicanos precipitados foram coletados por centrifugacdo, secos a vacuo,
ressuspensos em agua destilada e analisados como descritos no item 4.4.1.2
(Figura 15). Para melhor visualizacdo e quantificacdo do controitim sulfato, as
amostras de liquido sinovial também foram tratados com hialuronidase* (100 U/ml
acetato 0,1 M pH 5,0) (Figura 16).

M P 1 2 3 4 56 7 8 9 10

Figura 15 - Eletroforese em gel de agarose de
glicosaminoglicanos do liquido sinovial de
cavalo. M - mistura padrdo, CS - condroitim
sulfato, DS - dermatam sulfato, HS - heparam
sulfato, P - padrdao de AH - acido hialurénico -
Sao Paulo - 2009

4 Hyaluronate lyase - from streptomyces hyalurolyticus, Sigma, cod. H1136
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CS- :

DS- -

HS- “

AH- J i
| 18|

M P 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 16 - Eletroforese em gel de agarose tratada com
hialuronidase de glicosaminoglicanos do
liquido sinovial de cavalo. M - mistura padréao,
CS - condroitim sulfato, DS - dermatam sulfato,
HS - heparam sulfato, P - padrdo de AH - acido
hialurénico, 1 a 10 - numero de amostras - Sao
Paulo - 2009

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram avaliados pelo de programa computacional
Instat. Graphpad 3 software. Apds analise de varidncia (ANOVA) para medidas
repetidas foi aplicado o teste de Tukey - Kramer para comparagao entre os dias de
observagado para os valores de glicosaminoglicanos urinarios, sérico e do liquido
sinovial.

Para os dados nao paramétricos utilizou-se o teste de Wilcoxon na
identificacdo de diferengas nos exames fisicos e radiografico do inicio e final do
experimento.

O grau de significancia adotado para os testes estatisticos foi de 5% (p<0,05).
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5 RESULTADOS

5.1 EXAME FiSICO

O exame fisico realizado em todos os animais 30 dias apds o inicio do
tratamento ndo diferiu em nenhum aspecto do exame realizado no inicio do
experimento. Vale ressaltar que os animais 1, 5 e 6 ja ndo apresentaram alteragoes
ao exame fisico no inicio do experimento (Quadros 2 a 8).

Ao final do experimento houve remissao da claudicagdo do membro pélvico
esquerdo no animal 2 (quadro 7), porém o aumento de volume nas articulagdes
tibiotarsicas (direita e esquerda), com consisténcia flutuante, observado no inicio do
experimento ainda se mantinha (Quadro 2 e 4).

No animal 3 o teste de flexdo positivo nas articulagdes tibiotarsicas tornou-se
negativo (Quadro 8) e o aumento de volume (Quadro 2) e a claudicagdo do membro
pélvico esquerdo (Quadro 7) mantiveram-se presentes ao final do experimento.

Ja a claudicacdo observada no membro pélvico esquerdo do animal 4

diminuiu de grau 2 para 1 (Quadro 7)

AUMENTO DE VOLUME

TIBIOTARSICA TIBIOTARSICA
ANIMAIS DIREITA ESQUERDA
ANTES APOS ANTES APOS
A1 0 0 0 0
A2 1 1 1 1
A3 0 0 1 1
Ad 1 1 0 0
A5 0 0 0 0
A6 0 0 0 0
Mediana Oa Oa Oa Oa

Quadro 2 - Aumento de volume nas articulagbes tibiotarsica direita e
esquerda, dos animais 1 a 6, antes do tratamento e ao final
do experimento - Sdo Paulo - 2009



POSTURA ANTIALGICA
TIBIOTARSICA. TIBIOTARSICA
ANIMAIS DIREITA ESQUERDA
ANTES APOS ANTES APOS

A1 ) - ; ;
A2 - - ; ;
A3 - - ; ;
A4 - - - ;
A5 - ; - -
AB - ] ] ]

Quadro 3 - Presenca(+)

Paulo - 2009

ou auséncia(-) de postura antialgica nas
articulagdes tibiotarsica direita e esquerda, dos animais 1
a 6, antes do tratamento e ao final do experimento - Sao

CONSISTENCIA
TIBIOTARSICA TIBIOTARSICA
ANIMAIS DIREITA ESQUERDA
ANTES APOS ANTES APOS

A1 - - - -
A2 FLUTUANTE | FLUTUANTE | FLUTUANTE | FLUTUANTE

A3 - - - -

A4 FLUTUANTE | FLUTUANTE - -

A5 - - - -

A6 - - - -

Quadro 4 - Consisténcia do aumento de volume das articulagdes
tibiotarsica direita e esquerda, dos animais 1 a 6, antes do

tratamento e ao final do experimento - Sao Paulo - 2009
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CALOR

TIBIOTARSICA TIBIOTARSICA
ANIMAIS DIREITA ESQUERDA

ANTES APOS ANTES APOS
A1 - - _ -
A2 - - _ -
A3 - - - ;
A4 - - - -
A5 - - ; ;
AB - - - -

Quadro 5 - Presenca(+) ou auséncia(-) de calor nas articulagbes
tibiotarsica direita e esquerda e dos animais 1 a 6, antes
do tratamento e ao final do experimento - Sao Paulo -
2009

DOR

TIBIOTARSICA

ANIMAIS DIREITA TIBIOTARSICA

ESQUERDA

ANTES APOS ANTES APOS
A1 - - - -
A2 - - - ;
A3 - - ; -
A4 - - ; -
A5 - - - -
A6 - - ] ]

Quadro 6 - Presenca(+) ou auséncia(-) de dor nas articulagbes
tibiotarsica direita e esquerda, dos animais 1 a 6, antes
do tratamento e ao final do experimento - Sao Paulo -
2009



GRAU DE CLAUDICACAO (1 a 5)
M.P. M.P.
ANIMAIS DIREITO ESQUERDO
ANTES | APOS | ANTES | APOS

Al 0 0 0 0

A2 0 0 2 0

A3 0 0 3 3

A4 0 0 2 1

A5 0 0 0 0

A6 0 0 0 0
Mediana Oa Oa 12 Oa

Quadro 7 - Grau de claudicagado dos membros posteriores (MP) direito
e esquerdo, dos animais 1 a 6, antes do tratamento e ao
final do experimento - Sao Paulo - 2009

TESTE DE FLEXAO ARTICULAR

TIBIOTARSICA TIBIOTARSICA

ANIMAIS DIREITA ESQUERDA

ANTES APOS ANTES APOS

A1 0 0 0 0
A2 0 0 0 0
A3 0 0 1 0
Ad 0 0 0 0
A5 0 0 0 0
A6 0 0 0 0
Mediana Oa Oa Oa Oa

Quadro 8 - Teste de flexao articular das articulagdes tibiotarsica direita
e esquerda, dos animais 1 a 6, antes do tratamento e ao
final do tratamento - S&o Paulo - 2009
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No inicio do experimento todos os cavalos apresentavam alteracdes ao

exame radiografico em uma das articulagdes tibiotarsicas (Quadros 9 a 14).

Apesar da diminuigdo dos escores em algumas caracteristicas observadas

(Quadros 9 a 14), levando a diminuicdo da somatéria dos mesmos,

e

consequentemente a diminuicdo da mediana (Quadro 15), a avaliagao radiografica

nao mostrou diferengas entre o inicio e final do experimento (p>0,05).

Caracteristicas

Articulagoes

Tibiotarsica direita

Tibiotarsica esquerda

Antes Apods Antes Apos

aumento de volume dos tecidos moles 0 0 ] ]
peri-articulares

mineralizagao de tecidos moles 0 0 0 0
aumento de espaco articular 0 0 0 0
diminuicao de espaco articular 0 0 0 0
evidéncia de osteofitos 0 0 1 1
evidéncia de entesofitos 0 0 0 0
esclerose de osso subcondral 0 0 0 1
mudancas erosivas e lesdes articulares 0 0 0 0
evidéncia de fragmentos osteocondrais 0 0 0 0
Soma dos escores 0 0 2 3

Quadro 9 - Valores em escore, para as caracteristicas analisadas nas radiografias das articulagbes
tibiotarsica direita, tibiotarsica esquerda, do animal niumero 1 antes do tratamento e ao

final do experimento - Sao Paulo - 2009
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Caracteristicas

Articulagoes

Tibiotarsica direita

Tibiotarsica esquerda

Antes Apods Antes Apos

aumento de volume dos tecidos moles
peri-articulares 0 0 0 0
mineralizagdo de tecidos moles 0 0 0 0
aumento de espacgo articular 0 0 0 0
diminuigao de espago articular 0 0 1 1
evidéncia de ostedfitos 0 0 2 1
evidéncia de entesofitos 0 0 0 0
esclerose de osso subcondral 0 0 0 0
mudangas erosivas e lesdes articulares 0 0 0 0
evidéncia de fragmentos osteocondrais 0 0 0 0
Soma dos escores 0 0 3 2

Quadro 10 - Valores em escore, para as caracteristicas analisadas nas radiografias das articulagbes
tibiotarsica direita, tibiotarsica esquerda, do animal nimero 2 antes do tratamento e ao

final do experimento - Sdo Paulo - 2009

Caracteristicas

Articulagoes

Tibiotarsica direita

Tibiotarsica esquerda

Antes Apods Antes Apos

aumento de volume dos tecidos moles
peri-articulares 0 0 0 °
mineralizagao de tecidos moles 0 0 0 0
aumento de espaco articular 0 0 0 0
diminuicao de espaco articular 1 1 1 1
evidéncia de ostedfitos 3 2 2 1
evidéncia de entesofitos 0 0 0 0
esclerose de osso subcondral 0 0 0 0
mudancas erosivas e lesdes articulares 2 1 0 0
evidéncia de fragmentos osteocondrais 0 0 0 0
Soma dos escores 6 4 3 2

Quadro 11 - Valores em escore, para as caracteristicas analisadas nas radiografias das articulagbes
tibiotarsica direita, tibiotarsica esquerda, do animal nimero 3 antes do tratamento e ao

final do experimento - Sao Paulo - 2009
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Articulagoes

Caracteristicas Tibiotarsica direita Tibiotarsica esquerda
Antes Apods Antes Apos
aumento de volume dos tecidos moles

peri-articulares 0 0 0 0
mineralizagdo de tecidos moles 0 0 0 0
aumento de espaco articular 0 0 0 0
diminuigado de espago articular 0 0 1 1
evidéncia de osteofitos 1 1 2 1
evidéncia de entesofitos 0 0 0 0
esclerose de osso subcondral 0 0 0 0
mudancgas erosivas e lesdes articulares 0 0 0 0
evidéncia de fragmentos osteocondrais 0 0 0 0
Soma dos escores 1 1 3 2

Quadro 12 - Valores em escore, para as caracteristicas analisadas nas radiografias das articulagbes
tibiotarsica direita, tibiotarsica esquerda, do animal nimero 4 antes do tratamento e ao
final do experimento - Sao Paulo - 2009

Articulagoes

Caracteristicas Tibiotarsica direita Tibiotarsica esquerda
Antes Apods Antes Apos
aumento de volume dos tecidos moles

peri-articulares 0 0 0 °
mineralizagao de tecidos moles 0 0 0 0
aumento de espaco articular 0 0 0 0
diminuicao de espaco articular 1 1 0 0
evidéncia de ostedfitos 0 1 1 0
evidéncia de entesofitos 0 0 0 0
esclerose de osso subcondral 0 0 0 0
mudancas erosivas e lesdes articulares 0 0 0 0
evidéncia de fragmentos osteocondrais 0 0 0 0
Soma dos escores 1 2 1 0

Quadro 13 - Valores em escore, para as caracteristicas analisadas nas radiografias das articulagbes
tibiotarsica direita, tibiotarsica esquerda, do animal nimero 5 antes do tratamento e ao
final do experimento - Sao Paulo - 2009
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Articulagcoes

Caracteristicas Tibiotarsica direita Tibiotarsica esquerda
Antes Apods Antes Apos
aumento de volume dos tecidos moles

peri-articulares 0 0 0 0
mineralizagdo de tecidos moles 0 0 0 0
aumento de espaco articular 0 0 0 0
diminuigado de espago articular 1 1 2 2
evidéncia de ostedfitos 0 0 1 1
evidéncia de entesofitos 0 0 0 0
esclerose de osso subcondral 0 0 0 0
mudancgas erosivas e lesdes articulares 0 0 0 0
evidéncia de fragmentos osteocondrais 0 0 2 2
Soma dos escores 1 1 5 5

Quadro 14 - Valores em escore, para as caracteristicas analisadas nas radiografias das articulagbes
tibiotarsica direita, tibiotarsica esquerda, do animal nimero 6 antes do tratamento e ao
final do experimento - Sao Paulo - 2009

Articulagoes

Animais Tibiotarsica direita Tibiotarsica esquerda
Antes Apbs Antes Apbs

1 0 0 2 3

2 0 0 3 2

3 6 4 3 2

4 1 1 3 2

5 1 2 1 0

6 1 1 5 5
Mediana 1a 1a 3a 2a

Quadro 15 - Mediana dos escores atribuidos as radiografias das articulagdes tibiotarsica direita,
tibiotarsica esquerda, dos animais 1 a 6, antes do tratamento e ao final do experimento
- Sao Paulo - 2009
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As figuras 17 e 18 ilustram a imagem radiografica da articulagao tibiotarsica

do cavalo 3, antes e apds o tratamento, mostrando remodelagao do osteofito.

Figura 17 - Imagem radiografica da articulagéo Figura 18- Imagem radiogréfica da articulagao
tibiotarsica direita do cavalo 3, tibiotarsica direita do cavalo 3,
antes do tratamento - Sao Paulo - apos 30 dias do final do tratamento
2009 - S&o Paulo - 2009

5.3 ANALISE DA URINA

5.3.1 Quantificacdo dos Glicosaminoglicanos Urinarios

Os resultados obtidos no nosso estudo quando avaliados os dias 0, 27 e 55,
mostraram aumento da excrecdo urinaria de condroitim sulfato no dia 27, quando
comparado ao dia 0 (respectivamente 5,38 + 1,33; 2,96 + 1,26 mg/l; p<0,05) (Tabela
1). O que nao foi observado quando foram utilizados os valores de condroitim
sulfato/creatinina urinaria (respectivamente 1,46 + 0,39; 1,29 + 0,62 mg/l) (Tabela 2).
O mesmo ocorreu com o dermatam sulfato, ou seja, houve aumento da excregao

urinaria no dia 27 quando comparado ao dia 0 (respectivamente 1,30 + 0,47; 0,66 +
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0,33 mg/l; p<0,05) (Tabela 1). Da mesma maneira a analise dos resultados do
dermatam sulfato/creatinina urinaria ndo mostrou variagao (Tabela 2).

Durante a pesquisa, as médias de heparam sulfato apresentaram pequena
amplitude de variagédo. Analisando os dias 0, 27 e 55, observa-se um aumento da
excrecao urinaria no dia 27, tanto quando comparado com o dia 0 (respectivamente
0,96 + 0,39; 0,42 + 0,24 mg/l; p<0,05), como quando comparado com o dia 55 (0,96
+0,39; 0,36 + 0,30 mg/l, p<0,05) (Tabela 1).

Igualmente aos outros glicosaminoglicanos os valores de heparam
sulfato/creatinina urinaria nao apresentaram variagao (Tabela 2).

Analisando-se os glicosaminoglicanos totais, entre os dias 0, 27 e 55,
observou-se aumento da excre¢ao urinaria no dias 27 quando comparado com o dia
0 (respectivamente 7,64 + 2,00; 4,05 + 1,78 mg/l; p<0,05) (Tabela 1). O que também
nao foi estatisticamente significativo quando a escala glicosaminoglicanos
totais/creatinina urinaria foi utilizada (Tabela 2).

Tabela 1- Valores médios e desvio padrdao de condroitim sulfato(CS), dermatam sulfato(DS) e

heparam sulfato(HS) e glicosaminoglicanos totais (GAGs) em mg/l da urina de seis
cavalos com osteoartrite - Sdo Paulo - 2009

CS (mg/l) DS (mgl/l) HS (mg/l) GAGs TOTAIS (mg/l)

DIAS
0 2,96 + 1,26" 0,66 + 0,337 0,42 + 0,247 4,05+ 1,78"
5 5,08 + 2,31 1,20 + 0,46 0,74 + 0,45 7,01+ 3,02
10 3,80 +1,15 1,03 £ 0,25 0,60 + 0,33 5,43 + 1,58
15 5,46 + 2,83 1,26 + 0,60 0,75+ 0,69 7,47 +3,98
20 4,07 + 1,62 1,10 + 0,52 0,43 + 0,55 5,59 + 2,48
27 5,38 + 1,33° 1,30 +0,47° 0,96 +0,39° 7,64 +2,00°
34 4,06 + 1,75 1,03 + 0,49 0,58 + 0,39 5,68 + 2,55
41 2,87 £1,12 0,75+ 0,42 0,26 + 0,20 3,89 + 1,64
48 2,48 + 1,56 0,75+ 0,53 0,38 + 0,34 3,61+2,39
55 424 +200"®  1,09+047”®  0,36+0,30" 5,69 +2,68"°

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna entre os dias 0, 27 e 55 denotam significancia para P

<0,05.



78

Tabela 2- Valores médios e desvio padrdao de condroitim sulfato(CS), dermatam sulfato(DS) e

heparam sulfato(HS) e glicosaminoglicanos totais (GAGs) por creatinina urinaria (CREAT)
de seis cavalos com osteoartrite - Sdo Paulo - 2009

CS/CREAT DS/CREAT HS/CREAT GAGs /| CREAT
(X 10%) (X10%) (X 10%) (X107
DIAS

0 1,29+0,62% 0,27 +0,15% 0,17 +0,11% 1,74 £0,86"
5 1,84 + 1,20 0,41+0,18 0,27 £ 0,22 2,53 +1,55
10 1,99 + 1,13 0,54 + 0,29 0,33 +0,30 2,86 + 1,68
15 1,82 + 1,00 0,42 +0,21 0,26 + 0,27 2,50 + 1,46
20 1,33+ 0,51 0,36 + 0,17 0,13+0,17 1,82 £ 0,77
27 1,46 + 0,39 0,34 +0,05* 0,25 +0,05% 2,05+0,43*
34 1,47 + 0,64 0,37 0,17 0,21+0,14 2,06 + 0,93
41 1,36 + 0,41 0,34 +0,17 0,13+ 0,11 1,83 + 0,59
48 1,16 + 0,56 0,32+0,16 0,17 + 0,11 1,65 + 0,79
55 1,56 + 0,68 0,40+0,11% 0,14 +0,09% 2,10+0,85*

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna entre os dias 0, 27 e 55 denotam significancia para
p < 0,05.

Os valores das médias (foram feitas em duplicata) da excregao urinaria de

glicosaminoglicanos (mg/l), creatinina (g/l), e a razdo GAGs/creatinina individuais

dos animais no decorrer do experimento encontram-se nos apéndices A a F.

Os gréficos 1 e 2 ilustram trés momentos diferentes de observagao: inicio do

experimento (dia 0), final do tratamento (dia 27) e final do experimento (média dos
dias 41 a 55).
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Gréfico 1 - Efeito da administracdo de condroitim sulfato, glucosamina e acido hialurénico na
excregao de glicosaminoglicanos urinarios (condroitim sulfato - CS, dermatam sulfato-
DS, heparam sulfato-HS e glicosaminoglicanos-GAGs totais) em mg/l de seis cavalos
com osteoartrite - Sdo Paulo - 2009
GAGs/CREATININA
3,0
2,5 A
m ‘{
(]
© 20
o OCs
= =
£ 1,51 DS
g OHS
S O TOTAL
A 1,0 1
<
o
0,5 1
0,0 —
inicio experimento final tratamento final experimento
Grafico 2 - Efeito da administragdo de condroitim sulfato, glucosamina e acido hialurénico na

excregao de glicosaminoglicanos urinarios (condroitim sulfato-CS, dermatam sulfato-DS,
heparam sulfato-HS e glicosaminoglicanos-GAGs totais), GAG/creatinina X 107, em seis

cavalos com osteoartrite - Sdo Paulo - 2009
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As figuras 19 e 20 ilustram a eletroforese em gel de agarose de
glicosaminoglicanos urinarios isolados de 10 amostras do animal 5, realizada em

duplicata.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Figura 19 - Eletroforese em gel de agarose Figura 20 - Eletroforese em gel de agarose de
de glicosaminoglicanos da urina glicosaminoglicanos da urina do
do cavalo 5 eluidos da coluna cavalo 5 eluidos da coluna de troca
de troca ibnica em Q- ibnica em Q-Sepharose. M - mistura
Sepharose. M - mistura padrao, padrao, CS - condroitim sulfato, DS
CS - condroitim sulfato, DS - - dermatam sulfato, HS - heparam
dermatam  sulfato, HS - sulfato, 1 a 11 - amostras de urina -
heparam sulfato, 1 a 11 - Sao Paulo - 2009
amostras de urina - Sdo Paulo -
2009

5.4 QUANTIFICACAO DE ACIDO HIALURONICO SERICO

As médias obtidas do acido hialurénico sérico apresentaram variagédo no
decorrer do experimento. Os resultados obtidos mostraram um aumento significante
no dia 55 quando comparado aos dias 0 e 27 (respectivamente 21,08 + 7,66; 10,61 +
5,94; 12,58 + 5,21 ng/ml; p<0,01) (Tabela 3 e Grafico 3).

Os valores individuais de acido hialurénico (ng/ml) sérico dos animais (1-6),

encontram-se no apéndice G.
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Tabela 3 - Valores médios e desvio padrdao (ng/ml) de acido hialurénico sanguineo de seis cavalos
com osteoartrite no decorrer do experimento - Sdo Paulo - 2009

ACIDO HIALURONICO

(ng/ml)
DIAS
0 10,61 £ 5,94
5 15,54 + 5,26
10 16,43 + 12,82
15 17,92 + 7,88
20 17,83 £ 9,09
27 12,58 £ 5,21
55 21,08 +7,66°

Letras mailsculas diferentes na
mesma coluna entre os dias O,
27 e 55 denotam significancia

para p < 0,05.
AH
35
30
E 25 - l’
2 20
S m AH
O 15 - ( T
z
9 101
5 |
0
0 27 55
DIAS

Grafico 3 - Efeito da administragdo de condroitim sulfato, glucosamina e acido
hialurénico no acido hialurénico sanguineo (ng/ml) de seis cavalos com
osteoartrite no decorrer do experimento - Sdo Paulo - 2009



82

5.5 ANALISE DO LIQUIDO SINOVIAL

5.5.1 Quantificacdo do Condroitim Sulfato

As meédias das concentragées de condroitim sulfato no liquido sinovial de
articulacbes com osteoartrite aumentaram apods inicio do tratamento, tendendo a um
decréscimo no decorrer da pesquisa. O valor médio minimo foi no dia 0 (76,13
pg/ml), e o valor médio maximo foi no dia 34 (117,16 ug/ml). Observou-se aumento
significante no dia 27 quando comparado aos dias 0 e 55 (respectivamente 93,05 +
21,90; 76,13 £ 62,16; 61,61 £ 21,18 ug/ml; p<0,05) (Tabela 4 e Grafico 4).

Analisando o grupo tratado e o grupo controle (31,35 + 6,86 ug/ml), observa-
se um aumento significante em relagao ao dia 0, 27 e 55 (respectivamente 76,13 +
62,16 pg/ml; p<0,05; 93,05 + 21,90 ug/ml; p < 0,0001; 61,61 + 21,18 ug/ml; p<0,001)
(Tabela 4 e Grafico 4).

Os valores individuais de condroitim sulfato (ug/ml) do liquido sinovial dos

animais (1-6), encontram-se no apéndice H.
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Tabela 4 - Valores médios e desvio padrdo (ug/ml) de condroitim sulfato do liquido sinovial de
articulacdes tibiotarsicas acometidas por osteoartrite de seis cavalos e do grupo controle
- S&o Paulo - 2009

CONTROLE CONDROITIM SULFATO

(pg/ml)
DIAS
0 31,35+6,86° 76,13 + 62,16 "%
5 109,76 + 64,97
10 95,62 + 40,69
15 107,23 + 57,80
20 78,85 + 13,67
27 93,05 + 21,90%°
34 117,16 + 62,04
a1 86,55 + 18,34
48 77,28 £ 40,14
55 61,61+21,18%"

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna entre os
dias 0, 27 e 55 denotam significancia para p < 0,05. Letras
minusculas diferentes entre colunas denotam significancia
para p < 0,05.
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Grafico 4 - Efeito da administragao de condroitim sulfato, glucosamina e acido hialurénico
na concentragdo de condroitim sulfato (ug/ml) do liquido sinovial de
articulagbes com osteoartrite (OA) - Sdo Paulo - 2009
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A figura 21 ilustra a eletroforese em gel de agarose de 10 amostras
isoladas de liquido sinovial do animal 6 tratadas previamente com

hialuronidase.

Cs-
DS-
HS-

AH-

M P 1 2 3 45 6 7 8 9 10

Figura 21- Eletroforese em gel de agarose tratada com
hialuronidase de glicosaminoglicanos do liquido
sinovial do cavalo 6. M - mistura padréo, CS -
condroitim sulfato, DS - dermatam sulfato, HS -
heparam sulfato, P - padrao de AH - acido
hialurénico, 1 a 10 - numero de amostras - Séo
Paulo - 2009

5.5.2 Quantificacdo de Acido Hialurdnico

As médias das concentragcbes de acido hialurénico no liquido sinovial de
articulacbes com osteoartrite diminuiram apds o inicio do tratamento, e ao final do
estudo apresentavam-se ainda mais diminuidas, sem apresentarem diferenca
significativa (p>0,05) (Tabela 5 e Grafico 5).

Contudo, a analise estatistica entre os valores médios do acido hialurénico
das articulagbes do grupo controle (522,12 + 128,09 ug/ml) com os valores médios
das articulagbes com osteoartrite do grupo tratado, mostrou diminui¢ao significativa
no dia 27 (351,15 + 62,36 ug/ml; p<0,01) (Tabela 5 e Gréfico 5).

Os valores individuais do acido hialurénico do liquido sinovial dos animais (1-

6), encontram-se no apéndice |.



86

Tabela 5 - Valores médios e desvio padrdo (ug/ml) de acido hialurénico do liquido sinovial de
articulagdes com osteoartrite de seis cavalos e do grupo controle - Sdo Paulo - 2009

CONTROLE  ACIDO HIALURONICO
(Mg/ml)

DIAS

0 522,12 + 128,09° 440,07 + 274,57

5 523,28 + 295,32
10 418,16 + 170,51
15 387,36 + 112,96
20 420,33 + 126,17
27 351,15+ 62,36 "
34 496,03 + 225,02
41 399,76 + 209,00
48 418,30 + 307,78
55 375,99 + 225,137

Letras maiusculas diferentes na mesma coluna entre os dias
0, 27 e 55 denotam significancia para p < 0,05. Letras
minusculas diferentes entre colunas denotam significancia
para p < 0,05.
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Grafico 5 - Efeito da administragao de condroitim sulfato, glucosamina e acido hialurénico no
acido hialurénico em pg/ml do liquido sinovial de articulagbes com osteoartrite

(OA) - So Paulo - 2009

A figura 22 ilustra a eletroforese em gel de agarose de glicosaminoglicanos

do liquido sinovial isolados de 10 amostras do animal 6.

Figura 22- Eletroforese em gel de agarose de
glicosaminoglicanos do liquido sinovial do
cavalo 6. M - mistura padréo, CS - condroitim
sulfato, DS - dermatam sulfato, HS - heparam
sulfato, P - padréo de AH - acido hialurénico,
1 a 10 - nimero de amostras - Sdo Paulo -
2009
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6 DISCUSSAO

A avaliagdo da dor realizada por meio de exame fisico, observando-se
claudicacdo, dor a flexao passiva e resposta ao teste de flexdo articular, resulta
muitas vezes em discrepancias entre resultados clinicos e estatisticos, o que pode
ser atribuido a natureza subjetiva deste método de avaliagdo. Avaliagdes utilizando
placas de forga como as realizadas por Silva Jr (2007) permitem dados mais
uniformes, contudo existe dificuldade em se transpor este tipo de instalacdo e
equipamentos para equinos.

Como este experimento foi conduzido utilizando-se cavalos acometidos
naturalmente por osteoartrite, ou seja, ndo induzida experimentalmente, houve
diversidade nos sinais clinicos apresentados pelos animais, ndo sendo possivel
padroniza-los, diferentemente do que ocorre em estudos que induzem a osteoartrite
(FRISBIE et al., 2009) e conseguem similaridade no tipo de claudicacao, resposta a
flexdo articular, efusdo articular e alteragbes radiograficas. A dificuldade em se
padronizar os sinais clinicos pode ter sido a responsavel pelo fato de ndo ocorrer
diferencas entre o inicio e final do experimento. Também ressalta-se o fato de trés
animais nao apresentarem alteragdes ao exame fisico no inicio do experimento.

Os mecanismos envolvidos na génese da dor na osteoartrite sdo pouco
compreendidos e a eficacia sintomatica da glucosamina ou condroitim sulfato é
controversa (MICHEL et al.,, 2005; FORSYTH et al., 2006; OKE et al., 2006). A
reducdo da dor associada a esses compostos tem sido mais atribuida as suas
possiveis propriedades modificadoras de doengca do que a um efeito analgésico
direto. Porém, estudos realizados em camundongos (TALLARIDA et al., 2003) e em
humanos acometidos por osteoartrite (COHEN et al., 2003) sugerem propriedades
analgésicas intrinsecas leves desses compostos.

Silva Jr (2007) utilizando ratos com osteoartrite induzida por meio da
transecgéo do ligamento cruzado anterior (TLCA) demonstrou que a combinagao de
sulfato de glucosamina e condroitim sulfato reduz a hipernocicepgao em 18,5%,
reducdo semelhante ao grupo que recebia meloxicam, um inibidor da
ciclooxigenase. Apesar destes resultados positivos existem muitas controvérsias
quanto aos beneficios do tratamento oral com glucosamina e condroitim sulfato nos
pacientes com osteoartrite (WHITE et al., 1996; WRIGHT, 2001; RICHARDSON,
LOINAZ, 2007).
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No presente estudo, observou-se que apos o0 uso da associacdo de
condroitim sulfato, glucosamina e acido hialurénico oral houve diminuigao do grau de
claudicagdo em dois dos trés animais que mancavam e negatividade do teste de
flexdo no unico animal que apresentava este teste positivo.

Ensaios clinicos, especialmente ensaios randomizados, longos e com
controle, utilizando glucosamina e condroitim sulfato sdo raros na literatura
veterinaria (RICHARDSON; LOINAZ, 2007). Hanson et al. (1997) relatou que a
combinacao de condroitim sulfato e glucosamina cloro-hidrato oral (1,8 mg e 5,4 mg
respectivamente, duas vezes ao dia, para cavalos com até 545 kg) melhorou a
claudicacgao, flexao articular e comprimento do passo nas primeiras duas semanas
apos o tratamento. Clayton et al. (2002) observaram melhora na simetria do passo
apoés utilizacdo de suplemento oral para “saude articular” durante duas semanas,
composto por acido glucurdnico, acido glutdmico, glutamina, prolina, entre outros.
Mais recentemente, Forsyth et al. (2006) observaram melhora na movimentagao
articular e no comprimento do passo apos oito semanas de uso de condroitim sulfato
e glucosamina cloro-hidrato oral em cavalos veteranos. Bergin et al. (2006)
observaram diminuicdo na efusao articular apds utilizagado de acido hialurénico oral
no pos-operatorio de 27 articulagdes acometidas por osteocondrite dissecante.

Concomitantemente foi observada diminuicdo nos escores radiograficos, sem
que as medianas diferissem antes e apods o tratamento (p>0,05). A utilizagc&o oral de
glucosamina cloro hidrato e condroitim sulfato por Hanson et al. (2001) melhoraram
0 grau de claudicagdo dos cavalos, porém igualmente ndo houve melhora nos
escores radiograficos.

Observou-se também a falta de correlagéo entre lesdo radiografica e sintoma,
como ja relatado por diversos autores (LITTLE et al., 1990; MCILWRAITH, 1996;
DAVIS et al., 2002; MELO et al., 2003; TAYLOR et al., 2006; SILVA JR., 2007). Os
animais que nao apresentaram claudicacdo ao exame fisico, possuiam alteracoes
radiograficas das articulagdes tibiotarsicas, com escores similares e, até mesmo,
superiores, como no animal 6, aos escores dos animais que mostraram claudicacéao.

Este tipo de observacdo pode sugerir que ndo exista correlagdo entre os
niveis de biomarcadores, como o condroitim sulfato e acido hialurénico, e alteracdes
radiograficas. Além disso, Taylor et al. (2006) afirmam que a quantificagdo de um
marcador molecular em um unico momento nao pode refletir um processo dindmico

de uma doencga, como a osteoartrite.
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No presente estudo, foi possivel constatar melhoras clinicas e radiograficas
nos cavalos acometidos pela osteoartrite, contudo concorda-se que ha necessidade
de se aumentar o numero de animais observados, bem como o periodo de
observagéao, e inserir um grupo placebo para que diferengas significativas possam

ser documentadas.

Em relagdo a quantificacdo dos glicosaminoglicanos urinarios, Vieira et al.
(2007) mostrou que cavalos atletas excretam menos glicosaminoglicanos na urina
(4,69 mg/l; 2,75 GAG/creatinina x 10°) do que cavalos nao atletas (6,79 mg/l; 2,93
GAG/creatinina x 107), sendo que ocorre um aumento de condroitim sulfato +
dermatam sulfato concomitantemente a diminuicdo de heparam sulfato nos atletas
doentes comparativamente aos sadios. Uma vez acometidos por osteoartrite, os
cavalos atletas excretam 5,19 mg/l (2,88 GAG/creatinina x10°), e os sem atividade
fisica excretam cerca de 6,88 mg/l (3,28 GAG/creatinina x 10™%), ou seja, ocorre um
aumento na excrecgao urinaria de glicosaminoglicanos em ambos os casos.

Comparando-se os resultados de Vieira et al. (2007) aos resultados
encontrados em nosso estudo observamos que antes do tratamento, os cavalos
acompanhados, que ndo eram atletas, mas possuiam osteoartrite, apresentavam
valores inferiores (4,05 mg/l; 1,74 GAG/creatinina x 10‘3) aos animais atletas e nao
atletas saudaveis do experimento citado. Porém, em relacdo ao estudo realizado por
Moraes et al (2009)° os valores foram superiores aos cavalos atletas acometidos por
OA (3,70 mg/l; 1,43 GAG/creatinina x 107).

Tanto os valores encontrados no presente estudo como o de Moraes et al.
(2009)° foram inferiores aos de Vieira et al. (2007). A diferenga entre os valores
obtidos por Vieira et al. (2007), com os de Moraes et al. (2009)° para cavalos atletas,
deve estar relacionado ao tipo de exercicio fisico realizado, ou seja, os primeiros
tratavam-se de cavalos de corrida e os do estudo seguinte de cavalo de salto ou
adestramento. Isto porque o exercicio aumenta a concentracdo de
glicosaminoglicanos no liquido sinovial e soro (FRISBIE et al., 2008) e
provavelmente a excregao urinaria. Também pode ter ocorrido diferencas quanto ao
intervalo de tempo dado entre o exercicio e a colheita da amostra (CALATRONI et
al., 2008).

® MORAES, A. P. L.; BACCARIN, R. Y. A. Relacdo entre excregao urinaria de condroitim sulfato e
osteoartrite em equinos. Relatério Final de Iniciagdo Cientifica. Sao Paulo: [s.n.], 2009. Trabalho
nao publicado.
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Distingdes entre os graus de lesao cartilaginea tanto na osteoartrite como na
osteocondrose alteram a concentragdo de glicosaminoglicanos no liquido sinovial e
soro, e o tamanho das cadeias de condroitim sulfato (BROWN et al., 2007). Este fato
pode ter influenciado nas diferencas entre os valores obtidos para cavalos com
osteoartrite neste trabalho e nos de Moraes et al. (2009)°, com os de Vieira et al.
(2007).

Os valores de excregcdo de glicosaminoglicanos urinarios obtidos neste
trabalho estdo mais proximos aos dados de Moraes et al. (2009)°, com isso
coincidem com a afirmacao de Vieira et al. (2007), ou seja, cavalos ndo atletas
acometidos por osteoartrite excretam mais GAGs urinarios do que cavalos atletas e
igualmente portadores de osteoartrite.

Os valores também foram diferentes dos obtidos por Alwan et al. (1991) que
encontraram respectivamente 15 pg/ml e 8 ug/ml de glicosaminoglicanos urinarios
em cavalos acometidos por osteoartrite € normais. Contudo, neste caso, a técnica
utilizada para mensuracao de glicosaminoglicanos urinarios nao foi adequada (LIMA
et al., 2007).

Apds o término da medicagdo foi observado aumento nos valores de
glicosaminoglicanos urinarios (7,64 mg/l; 2,05 GAG/creatinina x 10). Ressalta-se
que a proporgao de condroitim sulfato urinario ndo se alterou, comprovando-se que
nao se tratar do condroitim sulfato exégeno. Interessante observar que ao final do
experimento ocorreu diminuicdo da excregao urinaria de glicosaminoglicanos, sendo
os valores inferiores aos encontrados ao final do tratamento, porém muito proximos
aos do inicio do experimento. Em estudo similar, Moraes et al. (2009)° também
observou diminuicdo dos valores de condroitim sulfato e glicosaminoglicanos totais
urinarios em cavalos atletas acometidos por osteoartrite, e tratados com associagao
intramuscular de condroitim sulfato e glucosamina, 120 dias apds o término da
medicacdo. Logo, houve comportamento similar dos glicosaminoglicanos urinarios
entre os distintos estudos.

Em ambos os casos, duas hipoteses podem explicar a variagdo da curva de
excrecdo urinaria de glicosaminoglicanos, ou seja, inicialmente acredita-se que a
aplicagdo do composto estimule a taxa de turnover ocorrendo até o término da
medicagado, a partir de entdo a queda da curva estaria relacionada a normalizagao

da resposta anabdlica.
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Acredita-se que o aumento da excregao de glicosaminoglicanos na urina
possivelmente reflete aumento na taxa de turnover que ocorre nos animais como
consequéncia da alta atividade metabdlica. Resultados similares também foram
obtidos em humanos e outras espécies (TOMA et al., 1996; PEREIRA et al., 2004), e
a diminuicao da excrecao urinaria de GAGs com a idade corrobora esta hipotese.
Logo, acredita-se que a medicagao composta por condroitim sulfato, glucosamina e
acido hialurénico estimulou a atividade metabdlica.

A biodisponibilidade oral da glucosamina e do condroitim sulfato € duvidosa
para muitos autores (RICHARDSON; LOINAZ, 2007), contudo Eddington et al.
(2001) mostraram que tanto o condroitim sulfato quanto o sulfato de glucosamina
sao absorvidos pelos cavalos, tendo o condroitim sulfato taxas maiores de absorg¢ao
e biodisponibilidade (32%) do que o sulfato de glucosamina (2,5%), e possivelmente
a taxa de absorcao do condroitim sulfato dependa de seu peso molecular.

Alguns estudos recomendam a utilizagao oral de 22 mg/kg de glucosamina
(10 g/500kg) e 8,8 mg/kg (49/500 kg) de condroitim sulfato para cavalos (WRIGHT,
2001; KIRSTEN et al., 2006), diferente do utilizado neste estudo, ou seja, 3,15 g de
glucosamina e 2,85 g de condroitim sulfato, cuja escolha da quantidade a ser
administrada baseou-se nas instrugdes do fabricante do suplemento.

Estes dados, somados ao fato de que a concentragdo necessaria para que
haja efeitos benéficos da utilizagdo de glucosamina in vitro € de pelo menos 10
ug/ml, e que a dose de 22 mg/kg de glucosamina via oral fornece concentragao
plasmatica de 1,0 ug/ml e concentragbes ainda inferiores foram mensuradas no
liquido sinovial (KIRSTEN et al., 2006), supdem-se que os alteracdes observadas no
liquido sinovial, plasma e urina estejam mais relacionados ao condroitim sulfato.

Os valores médios plasmaticos de acido hialurénico foram inferiores (10,61
ng/ml) aos valores obtidos por Popot et al. (2004), para cavalos em repouso (29-253
ng/ml) ou pés-exercicio (49-120 ng/ml), e aos valores encontrados por Tulamo et al.
(1990) (190-760 ng/ml). Deve-se ressaltar que a método empregado em nosso
estudo é muito especifico e sensivel, permitindo que o acido hialurénico seja
mensurado na presenga de grandes quantidades de outros glicosaminoglicanos
(MARTINS et al., 2003).

Entretanto, os resultados estdo em acordo os resultados obtidos por

Nganvongpanit et al. (2008), Caterson et al. (1995) e Lohmander (1991), que
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mostraram que os niveis de acido hialurénico em animais com osteoartrite sao
menores do que os de animais saudaveis.

Aproximadamente 30 dias apdés o término da medicagdo, observou-se
aumento expressivo na concentracdo plasmatica de acido hialurbnico nos cavalos
em estudo, sugerindo tendéncia de recuperagao, porém ainda abaixo dos valores
citados em estudos anteriores para animais saudaveis.

No cavalo, o clearance plasmatico de acido hialurbnico & baixo (1,5
ml/kg/minuto), o volume de distribuicdo é limitado (0,06 I/kg), resultando em vida-
média curta (15-90 minutos). Calcula-se que a quantidade de acido hialurénico
enddégeno que acessa diariamente o plasma seja 114 ug/kg/24 horas ou 65 mg por
dia (POPOT et al., 2004). Neste estudo foi administrado 0,10 g de acido hialurénico
via oral para cada cavalo, mesma quantidade utilizada por Bergin et al. (2006), e que
reduziu significantemente a efusao articular de cavalos durante o pés-operatério de
artroscopias.

E dificil explicar como a suplementacdo exégena com pequenas quantidades
de acido hialurénico (comparando-se com a produgdo enddgena) pode influenciar
positivamente no aumento de sua concentracdo plasmatica 30 dias apds, ou na
diminuicao da efusdo articular como no estudo de Bergin et al. (2006). O mesmo
ocorreu no experimento de Kawcak et al. (1997) que obtiveram melhora nos escores
de claudicacéo apos a utilizagao de trés aplicagdes de 40 mg de acido hialurénico a
cada 7 dias.

O principal fator influenciador na mensuracao do acido hialurénico no plasma
€ 0 exercicio, seus valores podem aumentar de uma vez e meia a trés vezes,
retornando aos valores basais 50 minutos a 2 horas depois do exercicio (TULAMO
et al., 1996; POPOT et al., 2004). No presente trabalho os cavalos utilizados n&o
foram submetidos a exercicio.

Ja a concentragao de glicosaminoglicanos no liquido sinovial pode variar até
trés vezes entre articulagbes do mesmo cavalo (VIITANEN et al., 2000). Também o
grau das lesbes cartilagineas (PALMER et al., 1995), o exercicio, osteoartrite
(FRISBIE et al., 2008) e osteocondrose (BROWN et al., 2007a) alteram a quantidade
de glicosaminoglicanos no liquido sinovial de equinos. Analisando os valores iniciais
de condroitim sulfato no liquido sinovial dos cavalos com osteoartrite em nosso
experimento, obteve-se valor similar (91,36 ug/ml) aos valores encontrados por

Palmer et al. (1995) para cavalos com alteragdes articulares moderadas a severas
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(45,5 a 94,8 ug/ml), inferiores ao relatados por Alwan et al. (1991) para cavalos com
osteoartrite (256 pg/ml), e superiores ao encontrado por Brown et al. (2007) para
cavalos com osteocondrose (25,01 ug/ml). Estas diferengas podem estar
relacionadas ao método de analise utilizado nos diferentes experimentos,
principalmente quando o DMMB ¢ utilizado, cujo método pode mensurar outros
glicosaminoglicanos sulfatados que nao o condroitim sulfato (BROWN et al., 2007).

Independentemente destas variagbes, os valores foram superiores ao
observado nas articulagdes controle (31,35 pug/ml) e ao descrito para articulagdes
saudaveis por Palmer et al. (1995) (25,6 ug/ml), Brown et al. (2007) (24,3-26,5
Mg/ml), e Brown et al. (2007a) (33,77 ug/ml).

Importante observar que houve um comportamento similar entre os valores da
excregao urinaria de condroitim sulfato e suas concentragdes no liquido sinovial, ou
seja, em ambas analises observou-se aumento de condroitim sulfato apds o término
da medicagao e tendéncia a diminuicdo, aproximadamente 30 dias apds, sugerindo
tendéncia de melhora articular. Esta relagdo evidencia um comportamento similar
dos eventos ocorridos do liquido sinovial € na urina.

Grauw et al. (2009) observaram aumento na concentracdo de
glicosaminoglicanos no liquido sinovial oito horas apds indugcdo de inflamacéao
articular. O retorno aos valores basais ocorreu 168 horas apods (sete dias).
Artrocenteses repetidas, com intervalo menor que 60 horas, também podem levar ao
aumento da concentragdo de glicosaminoglicanos no liquido sinovial (VAN DEN
BOOM et al., 2005). Ambas as situagdes nao ocorreram no presente trabalho.

Aumento nas concentragdes de glicosaminoglicanos no liquido sinovial foram
relatados em humanos, cavalos e coelhos com traumas articulares ou osteoartrites
(ALWAN, 1991). O aumento pode ser reflexo tanto de alteragées nos processos de
sintese como nos de degradacao do condroitim sulfato, tanto na cartilagem articular,
como também na membrana sinovial.

Segundo Tulamo et al. (1996), as concentragdes de acido hialurbnico em
articulagdes com osteoartrite sao geralmente inferiores as das articulagdes
saudaveis, 0 que se confirmou no nosso estudo, ou seja, as médias de acido
hialurénico no liquido sinovial dos animais com osteoartrite (440,07 pg/ml) foram
inferiores as do grupo controle (522,12 pg/ml), porém sem diferenga estatistica. A
mesma observagao foi feita por Taylor et al. (2006) que obteve valores entre 4,3 e

436 pg/ml (média= 141 pg/ml) para articulagdes normais, e entre 11,5 e 304 ug/ml
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(média=83,4 ug/ml) para articulagbes com osteoartrite. Segundo Brown et al.
(2007a) o exercicio e a osteocondrose diminuem o tamanho da cadeia de acido
hialurénico no liquido sinovial, e sua concentracdo, sendo que cavalos normais
apresentam 1838 pg/ml, exercitados 1385 ug/ml e com osteocondrose 831ug/ml de
acido hialurdnico no liquido sinovial.

Estas diferengas nos valores de acido hialurénico podem estar relacionadas
aos diferentes métodos utilizados. Devido a estas discrepancias, a mensuragao de
acido hialurdnico no liquido sinovial pode n&o ser um marcador eficaz de osteoartrite
(TAYLOR et al., 2006), mesmo porque ele pode estar refletindo principalmente a
funcionalidade da membrana sinovial e nao alteragdes da cartilagem articular.

Ao final do experimento a média do acido hialurénico no liquido sinovial foi
discretamente inferior ao inicio (375,99 ug/ml) e muito similar aos valores obtidos por
Popot et al. (2004) para articulagées normais (328 ug/ml). Assumindo que o volume
da articulacdo tibiotarsica € de aproximadamente 30 ml, o clearance sinovial pode
ser estimado em 4 ml/h, e a taxa de turnover do liquido sinovial de aproximadamente
10%, a diminuicdo na concentracdo de acido hialurénico ndo seria afetada pelas
repetidas retiradas de liquido sinovial. Diferentemente de um processo inflamatdrio
com efusao articular, causado, por exemplo, pelas repetidas artrocenteses (VAN
DEN BOOM et al., 2004).

Diferentes velocidades de sintese e degradagédo de acido hialurénico, assim
como mobilizagdo para linfa, influenciam a concentragdo de acido hialurénico no
liquido sinovial. Em articulagbes com inflamacado aguda, a degradacao pode ser
maior devido a presenca de mediadores da inflamacgao no liquido. Por outro lado,
sabe-se que o TGF-B1 é o maior estimulante para sintese de acido hialurénico pela
sindvia e esta envolvido no mecanismo de efusio articular nas doencgas articulares
inflamatorias e degenerativas. O aumento da pressao intra-articular também resulta
em aumento da sintese de acido hialurdnico. Logo, a diminui¢do na concentragao de
acido hialurénico causada por uma injuria pode ser decorrente da diluicdo, a
despeito do possivel aumento da sintese (BROWN et al., 2007a). Ainda, eventos
concomitantes podem, entdo, resultar numa concentracdo normal de &acido
hialurénico dentro da articulagcdo (TULAMO et al.,1996).

Uma diminuicdo na concentragdo de acido hialurénico no liquido sinovial
também pode refletir a presenca de hialuronidases ou derivados de radicais livres

liberados por neutréfilos. Alternativamente, niveis reduzidos de acido hialurénico
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podem refletir uma diminuicdo na atividade da membrana sinovial (GARNERO et al.,
2000).

Muitos agentes modificadores da doenga osteoartritica orais contém
glucosamina e condroitim sulfato sob diversas formas, e mais recentemente acido
hialurbnico. Postula-se que estes componentes sejam absorvidos pelo trato
gastrintestinal, tornam-se incorporados aos tecidos articulares, e fornecem os
precursores necessarios para manter a integridade cartilaginea, e talvez até mesmo
promover a reparagao da cartilagem.

Neste estudo, pode observar alteragdes nas concentragcdes de
glicosaminoglicanos endogenos apds a utilizacdo do suplemento composto por
condroitim sulfato, glucosamina e acido hialurénico, tanto no liquido sinovial, como
plasma e urina. Logo, supde-se que estas alteragcdes sejam reflexo de alteragdes no
metabolismo dos glicosaminoglicanos, e que de fato a suplementagcdo exdgena

interfira no processo da osteoartrite
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7 CONCLUSAO

Nas condicdes em que este trabalho foi desenvolvido, conclui-se que:

A administragdo oral de glucosamina e condroitim sulfato associados ao acido

hialurénico determina:

- tendéncia ao aumento dos glicosaminoglicanos urinarios e do condroitim sulfato no

liquido sinovial imediatamente apos o tratamento, com diminuigdo até 30 dias;
- aumento sérico do acido hialurdnico;
- manutencdo da concentragdo de acido hialurbnico no liquido sinovial, com

tendéncia a diminuigao.

Apesar de haver indicios de melhora clinica e radiografica dos animais avaliados,

esta informagao ndo se traduz estatisticamente.
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APENDICES
APENDICE A - Média de 2 determinacdes para cada animal da excrecdo urinaria de
glicosaminoglicanos (mg/l) e creatinina (g/l), e a razao GAG/creatinina das
amostras de urina do animal 1, no decorrer do experimento - Sdo Paulo - 2009
Dias de Média Razado GAG/creatinina
colheita g/l (x 10e-03)
cs DS HS Total Creatinina cs DS HS Total % CS
0 1,44 0,20 0,22 1,87 1,31 1,10 0,16 0,17 1,42 77%
0 1,44 0,20 0,22 1,87 1,31 1,10 0,16 0,17 1,42 77%
5 8,38 1,13 1,44 10,95 2,08 4,03 0,54 0,69 5,26 77%
10 5,06 1,32 1,17 7,55 1,27 3,99 1,04 0,92 5,95 67%
15 8,49 1,84 1,97 12,30 2,54 3,34 0,72 0,78 4,84 69%
20 3,28 1,01 0,12 4,42 1,69 1,94 0,60 0,07 2,61 74%
27 6,61 1,29 0,71 8,60 3,39 1,95 0,38 0,21 2,54 77%
34 5,12 1,16 0,52 6,80 2,58 1,98 0,45 0,20 2,63 75%
41 2,91 0,67 0,09 3,67 191 1,52 0,35 0,05 1,92 79%
48 1,95 0,53 0,21 2,68 1,15 1,69 0,46 0,18 2,33 73%
55 5,48 1,17 0,36 7,00 2,05 2,67 0,57 0,18 3,42 78%
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APENDICE B - Média de 2 determinagdes para cada animal da excrecdo urinaria de
glicosaminoglicanos (mg/l) e creatinina (g/l), e a razao GAG/creatinina das
amostras de urina do animal 2, no decorrer do experimento - Sdo Paulo - 2009
Dias de Média Razdo GAG/creatinina
colheita g/l (x 10e-03)
(o) DS HS Total Creatinina CS DS HS Total % CS
0 2,97 0,83 0,19 4,00 3,41 0,87 0,24 0,06 1,17 74%
0 4,15 1,25 1,12 6,52 4,48 0,93 0,28 0,25 1,46 64%
5 2,61 0,74 0,25 3,60 4,32 0,60 0,17 0,06 0,83 73%
10 2,26 0,67 0,38 3,32 2,46 0,92 0,27 0,16 1,35 68%
15 3,42 0,79 0,45 4,67 3,19 1,07 0,25 0,14 1,46 73%
20 4,33 1,01 0,17 5,50 3,99 1,08 0,25 0,04 1,38 79%
27 3,85 1,14 0,68 5,67 3,80 1,01 0,30 0,18 1,49 68%
34 3,86 1,02 0,69 5,57 1,98 1,95 0,52 0,35 2,81 69%
41 2,03 0,46 0,12 2,60 2,44 0,83 0,19 0,05 1,07 78%
48 1,02 0,27 0,17 1,46 2,24 0,45 0,12 0,08 0,65 70%
55 4,11 1,15 0,27 5,53 3,33 1,23 0,34 0,08 1,66 74%
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APENDICE C - Média de 2 determinacdes para cada animal da excrecdo urinaria de
glicosaminoglicanos (mg/l) e creatinina (g/l), e a razao GAG/creatinina das
amostras de urina do animal 3, no decorrer do experimento - Sdo Paulo - 2009
Dias de Média Razdo GAG/creatinina
colheita g/l (x 10e-03)
(o) DS HS Total Creatinina CS DS HS Total % CS
0 2,07 0,38 0,04 2,49 1,23 1,69 0,31 0,04 2,03 83%
0 5,30 1,26 1,18 7,74 1,65 3,21 0,76 0,72 4,69 68%
5 4,04 1,16 0,36 5,56 2,19 1,84 0,53 0,16 2,54 73%
10 3,52 1,01 0,40 4,94 1,50 2,35 0,67 0,27 3,29 71%
15 6,69 1,46 0,53 8,68 3,95 1,69 0,37 0,14 2,20 77%
20 4,91 1,05 0,15 6,11 3,36 1,46 0,31 0,04 1,82 80%
27 3,70 0,74 0,48 4,92 1,93 1,92 0,38 0,25 2,55 75%
34 3,99 0,87 0,25 5,12 3,04 1,31 0,29 0,08 1,68 78%
41 1,94 0,16 0,09 2,20 1,32 1,47 0,12 0,07 1,66 88%
48 0,80 0,17 0,10 1,07 0,62 1,29 0,27 0,15 1,72 75%
55 4,54 1,30 0,28 6,12 3,28 1,39 0,40 0,08 1,87 74%




116

APENDICE D - Média de 2 determinacdes para cada animal da excrecdo urinaria de
glicosaminoglicanos (mg/l) e creatinina (g/l), e a razao GAG/creatinina das
amostras de urina do animal 4, no decorrer do experimento - Sdo Paulo - 2009
Dias de Média Raz&o GAG/creatinina
colheita g/l (x 10e-03)
cs DS HS Total Creatinina cs DS HS Total % CS
0 1,44 0,18 0,00 1,62 2,04 0,71 0,09 0,00 0,80 89%
0 1,96 0,47 0,42 2,85 3,25 0,60 0,195 0,13 0,88 69%
5 3,17 0,95 0,77 4,89 2,97 1,07 0,32 0,26 1,65 65%
10 2,74 0,81 0,56 4,12 1,89 1,45 0,43 0,30 2,18 67%
15 1,10 0,25 0,06 1,41 1,89 0,58 0,13 0,03 0,75 78%
20 1,19 0,26 0,02 1,48 2,20 0,54 0,12 0,01 0,67 81%
27 5,32 1,13 1,30 7,75 4,17 1,28 0,27 0,31 1,86 69%
34 1,00 0,17 0,05 1,22 2,87 0,35 0,06 0,02 0,43 82%
41 2,04 0,77 0,41 3,22 1,43 1,43 0,54 0,29 2,25 63%
48 2,62 0,79 0,20 3,61 4,37 0,60 0,18 0,05 0,83 73%
55 0,51 0,18 0,09 0,77 0,68 0,75 0,26 0,13 1,13 66%
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APENDICE E - Média de 2 determinagdes para cada animal da excrecdo urinaria de
glicosaminoglicanos (mg/l) e creatinina (g/l), e a razao GAG/creatinina das
amostras de urina do animal 5, no decorrer do experimento - Sdo Paulo - 2009
Dias de Média Raz&o GAG/creatinina
colheita g/l (x 10e-03)
cs DS HS Total Creatinina cs DS HS Total % CS
0 3,13 0,55 0,32 4,00 2,87 1,09 0,19 0,11 1,39 78%
0 6,32 1,23 1,01 8,57 3,75 1,69 0,33 0,27 2,28 74%
5 4,95 1,12 0,54 6,61 3,73 1,33 0,30 0,14 1,77 75%
10 4,38 1,12 0,77 6,28 4,05 1,08 0,28 0,19 1,55 70%
15 7,94 1,59 1,09 10,62 3,06 2,59 0,52 0,36 3,47 75%
20 5,58 1,44 1,45 8,47 3,10 1,80 0,47 047 2,73 66%
27 6,22 1,34 1,17 8,73 4,22 1,47 0,32 0,28 2,07 1%
34 6,26 1,57 1,08 8,92 3,16 1,98 0,50 0,34 2,82 70%
41 4,73 1,23 0,59 6,55 2,42 1,96 0,51 0,24 2,71 72%
48 4,80 1,29 0,92 7,01 2,65 1,81 0,49 0,35 2,65 68%
55 6,32 1,55 0,93 8,81 3,10 2,04 0,50 0,30 2,84 72%
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APENDICE F - Média de 2 determinacdes para cada animal da excrecdo urinaria de
glicosaminoglicanos (mg/l) e creatinina (g/l), e a razao GAG/creatinina das
amostras de urina do animal 6, no decorrer do experimento - Sdo Paulo - 2009
Dias de Média Razdo GAG/creatinina
colheita mg/l g/l (x 10e-03)
(o) DS HS Total Creatinina CS DS HS Total % CS
0 217 0,25 0,06 2,49 1,98 1,10 0,173 0,03 1,26 87%
0 3,15 1,14 0,28 4,57 2,26 1,40 0,50 0,12 2,02 69%
5 7,31 2,07 1,06 10,44 3,33 2,19 0,62 0,32 3,13 70%
10 4,84 1,23 0,29 6,36 2,25 2,15 0,55 0,13 2,83 76%
15 5,16 1,61 0,36 7,14 3,11 1,66 0,52 0,12 2,29 72%
20 512 1,81 0,66 7,59 4,43 1,16 0,41 0,15 1,71 68%
27 6,60 2,16 1,44 10,20 5,77 1,14 0,37 0,25 1,77 65%
34 4,14 1,39 0,91 6,44 3,25 1,27 0,43 0,28 1,98 64%
41 3,58 1,22 0,27 5,07 3,66 0,98 0,33 0,07 1,38 71%
48 3,70 1,46 0,68 5,84 3,41 1,09 0,43 0,20 1,71 63%
55 4,51 1,21 0,21 5,92 3,55 1,27 0,34 0,06 1,67 76%
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APENDICE G - Valores, média e desvio padrdo de acido hialurénico (AH) em ng/ml do soro dos
animais 1 a 6 com osteoartrite - Sdo Paulo - 2009

AH ANIMAIS
MEDIA

DIAS A1 A2 A3 A4 A5 A6 ng/ml DESVPAD
0 510 2,89 11,69 1509 18,70 10,20 10,61 5,94

5 11,08 17,48 9,29 2347 1845 13,47 15,54 5,26

10 342 2380 7,31 10,99 38,39 14,70 16,43 12,82

15 897 1898 8,02 26,88 24,78 19,90 17,92 7,88

20 9,39 12,36 7,54 28,18 2597 23,56 17,83 9,09

27 6,056 10,72 10,51 21,00 16,07 11,14 12,58 5,21

55 6,39 22,80 27,53 21,57 26,82 21,37 21,08 7,66
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APENDICE H - Valores, média e desvio padrdo de condroitim sulfato (CS) em ug/ml do liquido
sinovial dos animais 1 a 6 com osteoartrite - Sdo Paulo - 2009
Cs ANIMAIS
DIAS A1 A2 A3 A4 A5 A6 MEDIA  hEsypaD
Hg/ml
0 0,16 0,15 0,05 0,04 0,06 0,00 76,13 62,16
5 0,13 0,21 0,08 0,10 0,01 0,13 109,76 64,97
10 0,11 0,16 0,05 0,11 0,05 0,10 95,62 40,69
15 0,19 0,17 0,07 0,06 0,10 0,06 107,23 57,80
20 0,10 0,06 0,09 0,08 0,08 0,07 78,85 13,67
27 0,11 0,13 0,07 0,08 0,08 0,10 93,05 21,90
34 0,11 0,24 0,07 0,09 0,07 0,12 117,16 62,04
41 0,09 0,08 0,11 0,08 0,06 0,10 86,55 18,34
48 0,09 0,14 0,08 0,06 0,07 0,02 77,28 40,14
55 0,04 0,09 0,07 0,05 0,07 0,05 61,61 21,18
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APENDICE | - Valores, média e desvio padrdo de &cido hialurénico (AH) em ug/ml do liquido sinovial
dos animais 1 a 6 com osteoartrite - Sdo Paulo - 2009

AH ANIMAIS
DIAS A1 A2 A3 A4 A5 A6 MEDIA  hesypaD
Hg/ml

0 0,44 0,94 0,45 0,43 0,19 019 44007 27457
5 0,73 0,87 0,69 0,47 0,08 030 52328 29532
10 0,68 0,50 0,37 0,44 0.16 036 41816 17051
15 0,47 0,55 0,36 0,29 0,41 025 38736 112,96
20 044 0,31 0,54 0,54 0,46 023 42033 12617
27 0,42 0,39 0.24 0,38 0,34 033 351,15 62,36
34 047 0,94 033 0,41 047 036 496,03 22502
41 0.15 0,77 0,39 0.25 0,43 0,41 39976 209,00
48 0,33 1,01 0,27 0,14 0,48 029 41830 30778

55 0,27 0,80 0,41 0,17 0,25 0,36 375,99 225,13




