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RESUMO

LOPES, A.S. Comparacdo do efeito condroprotetor terapéutico da
glicosamina em relacdo a diacereina no modelo experimental de artrose
em ratos[dissertacdo]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de
Séo Paulo; 2006. 98 p.

O objetivo do presente estudo é o de comparar funcionalmente e
histologicamente o efeito terapéutico da glicosamina em relacdo a diacereina
no modelo experimental de artrose em ratos. Trinta ratos Wistar foram
submetidos a meniscectomia medial do joelho direito. Dez animais
receberam 50mg/kg/dia de diacereina a partir do 3° até o 7° més de pos-
operatorio (PO), dez animais receberam 40mg/kg/dia de glicosamina e dez
animais nédo receberam nenhuma medicacédo. Todos foram sacrificados no
7° més PO. Foram medidos os angulos de extensdo maxima de cada joelho.
A andlise histolégica com hematoxilina-eosina e alcian blue foi feita de cada
um dos condilos tibiais e femorais. Todos os joelhos operados apresentaram
amplitude de extensdo do joelho mais limitada que o lado contra-lateral
(p=0,001), porém os que receberam diacereina apresentavam menor rigidez
(p=0,005). Histologicamente, o0 modelo experimental levou a uma artrose de
leve a moderada estatisticamente diferente do joelho contra-lateral néao
operado (p=0,001). J& os joelhos dos ratos que fizeram uso das medicacdes
nao apresentaram diferencas significativas (p=0,3) entre aqueles que
tomaram glicosamina e os que fizeram uso da diacereina. As diferencas
entre os joelhos operados medicados e ndo medicados também ndo foram
estaticamente diferentes.

Conclusbes: O uso terapéutico da diacereina e glicosamina diminuiu a
rigidez articular e retardou a progressdo da artrose. A diacereina atuou
melhor na mobilidade articular do que a glicosamina, porém nao houve
diferenca estatistica entre as duas drogas no controle da degeneracdo
articular.

Descritores: Osteoartrose/ terapia, Glicosamina, Cartilagem, Ratos Wistar,
Modelos Animais, Estudo Comparativo.
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SUMMARY

LOPES, A.S. A comparison between the therapeutic chondroprotective
effects of glucosamine and diacerhein in an experimental model of
arthritis in rats[dissertation]. S&o Paulo: Faculdade de Medicina,
Universidade de S&o Paulo; 2006. 98 p.

The purpose of this study is to compare, based on a functional and
histological analysis, the therapeutic effects of glucosamine as compared to
diacerhein in an experimental model of arthritis in rats. Thirty Wistar rats
were submitted to a medial meniscectomy of the right knee. Ten animals
received 50 mg/kg/day of diacerhein from the third through seventh post-
operative (PO) months, ten animals received 40mg/kg/day of glucosamine
and ten animals received no medication at all. All of these animals were
sacrificed during the seventh PO month. The maximum angle of each knee
extension was measured. A histological analysis was carried out by
hematoxilin-eosin and alcian blue staining of each of the tibial and femoral
condyles. All the operated knees presented a more limited range of
extension than the non-operated knees (p=0.001), however, the animals that
received diacerhein presented less stiffness (p=0.005). Histologically, the
experimental model caused a light to moderate arthritis statistically different
from the other non-operated knee (p=0.001). No significant differences
(p=0.3) were detected between the knees of the rats medicated with
glucosamine and those that received diacerhein. The operated medicated
knees and non-operated knees also showed no statistical differences.

Conclusion: The therapeutic use of diacerhein and glucosamine decreased
joint stiffness and delayed the progression of the arthritis. The diacerhein had
a more positive effect on joint mobility than the glucosamine, even though
there was no statistical difference between the two drugs in controlling the
degeneration of the joint.

Descriptors: Osteoarthritis/therapy, Glucosamine, Cartilage, Wistar Rats,
Models Animal, Comparative Study
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1. INTRODUCAO

A osteoartrose (OA) é um processo degenerativo progressivo da
cartilagem articular e do o0sso subjacente levando a um quadro de
sintomatologia dolorosa e incapacidade funcional, principalmente nos

individuos idosos.

Estudos epidemiolégicos relatam que o impacto da OA levando a
incapacidade funcional € similar ao causado pela doenc¢a cardiovascular e
maior do que o originado por qualquer outra condi¢cdo clinica no idoso
(Pavelka et al.,, 2002). Atualmente sua prevaléncia é elevada e sua
incidéncia esta crescendo proporcionalmente com o aumento da expectativa

de vida da populacao (Calkins, 2001).

A doenca acomete as articulagdes, principalmente do quadril, joelho,
mao, pé e coluna, induzindo a dor e a limitagdo dos movimentos, resultando

em grande perda da qualidade de vida e morbidade.

A OA pode ser dividida em primaria ou idiopatica, ou seja, sem causa
definida e os sinais e sintomas aparecem em idade mais avangada. A
secundaria tem inicio precoce desencadeada pela leséo articular traumatica,
por alteraces metabdlicas, de desenvolvimento, infec¢cbes, neuropatias e
desordens da matriz da cartilagem e do osso subcondral. O inicio das
manifestacdes clinicas ocorre a partir dos 50 anos de idade, porém pode

aparecer precocemente em individuos obesos ou pessoas mais jovens que
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utilizam em excesso as articulagbes, como os atletas (Buckwalter et al.,

2001).

A cartilagem articular € um tecido conectivo composto de condroécitos
embebidos em uma matriz, essencialmente constituida por proteoglicanas
(PGs) e colageno tipo Il. Ela é submetida a processos anabdlicos
(condroformacédo) e catabdlicos (condroreabsorcdo). Ha um equilibrio
dindmico destes processos nos condrécitos saudaveis, porém as doencgas
articulares tais como as OAs sdo caracterizadas por um distarbio neste
balanco, ou seja, os processos catabdlicos excedem os anabdlicos levando
a um desequilibrio entre a sintese e a degradacdo de sua matriz pela
faléncia dos condrdcitos, havendo uma diminuicdo progressiva da matriz

(Aydelotte et al., 1993; Dieppe et al., 1993).

A fisiopatologia desta degradacédo cartilaginosa envolve as Citocinas
pré-inflamatérias como a interleucina-1 (IL-1), fator de necrose tumoral
(TNF), prostaglandinas, radicais livres como o oOxido nitrico (NO) e por
componentes da matriz tais como fragmentos de fibronectina que séao
produzidas pelos macrofagos, mondcitos, células sinoviais e condrocitos
estimulando a producdo de metaloproteinases pelas células da cartilagem. O
processo degenerativo leva a areas de necrose; 0s restos celulares,
liberados no meio articular, levam a uma resposta inflamatéria sinovial e das
estruturas musculo-esqueléticas adjacentes, perpetuando os mecanismos de
leséo e originando as manifestacdes clinicas da doenca (Vidal et al., 1978

Tyler et al., 1985; Peluso et al., 1990; Velosa et al., 1999;).
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Os tratamentos propostos objetivam melhorar os sintomas dolorosos
e a funcgéo articular. Se as lesbes sao graves, indicam-se cirurgias tais como
osteotomias e artroplastias, mas se a artrose € leve, o tratamento clinico se
baseia na perda de peso, fortalecimento muscular e técnicas de protecao
articular. A terapia farmacologica, por muito tempo, consistiu no uso de
drogas analgésicas e antiinflamatérias nao hormonais (AINH) que, embora
eficazes no manejo da dor e do processo inflamatério nesta patologia, nao

alteravam sua evolucédo natural (Walker e Erkman, 1975).

Uma variedade de agentes que nao é primariamente analgésico ou
AINH tem se mostrado capaz de prevenir o desenvolvimento da artrose ou
diminuir a progressao de alteracdes patoldgicas estabelecidas na articulacao
artrésica em modelos experimentais e em estudos clinicos. Esses agentes
tém sido designados como drogas modificadoras da doenca osteoartrésica

(DMDOA) ou agentes condroprotetores (ACP) (Moskowitz et al., 1996).

A diacereina (4,5-diacetoxi-9, 10-antraquinona-2-acido carboxilico) é
um derivado antraquinona cujo metabdlito ativo é a reina. Ela age inibindo a
IL-1 que produz alivio sintomatico quando administrado oralmente para
pacientes com diagnostico de osteoartrose (Karzel et al.,, 1971). Inibe a
producdo de citocinas pela membrana sinovial e condrécitos, bem como o

nivel de bio-atividade dos receptores para IL-1 (Ghosh et al., 1987).

Um estudo clinico randomizado, duplo-cego e placebo-controlado com
trés anos de duragdo, em pacientes portadores de OA do quadril, mostrou

que a diacereina foi eficaz, retardando a degeneracéo da cartilagem e bem
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tolerada no tratamento em longo prazo, com minimo efeito colateral

gastrointestinal (Dougados et al., 1996).

Os trabalhos também mostram a eficacia e seguranca da diacereina
no controle dos sintomas da OA, quando administrada por via oral, na dose

diéria de 100 mg (Abatangelo et al., 1989).

Fagnani et al., 2000, apds a analise de custo econdémico comparativo
entre grupos de pacientes que se submeteram a terapia habitual para OA e
grupos que associaram a diacereina ao tratamento, concluiram que o grupo
tratado com diacereina apresentou menor gasto em consultas médicas,

cuidados de enfermagem, consumo de AINH e reabilitag&o.

A glicosamina é um aminomonosacarideo, naturalmente presente no
corpo e especialmente nas cartilagens articulares, onde esta quimicamente
envolvida em diferentes tipos de glicosaminoglicanos da matriz da
cartilagem, sendo que a sua principal funcdo é estimular a sintese de
proteoglicanos. Sua acdo no processo inflamatério baseia-se na reducgéo da
sintese de radicais superéxidos por macrofagos e inibicdo das enzimas

lisossomais (Forrester et al., 1981).

Apés trés anos de tratamento com a glicosamina em um estudo
clinico, prospectivo, randomizado, placebo-controlado em 212 pacientes com
artrose do joelho, ficou provado que esta droga diminuiu significativamente a

progresséo da degeneracéo articular (Reginster et al., 2001).

Quando comparada a eficacia e seguranca da glicosamina em relagéo

ao ibuprofeno, constatou-se que a mesma é efetiva no combate dos
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sintomas da OA, tanto quanto o antiinflamatério ndo-esteréide. O diferencial
€ ser mais bem tolerada, uma vez que nao inibe as ciclooxigenases,
evitando assim, os efeitos colaterais indesejaveis. Este fato a torna uma boa
opcgao para o tratamento das osteoartroses em longo prazo (Pond e Nuki,

1973).

O objetivo do presente estudo é o de comparar funcionalmente e
microscopicamente o efeito terapéutico da glicosamina em relacdo a
diacereina no modelo experimental de OA realizado em ratos através da

meniscectomia medial.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Modelos experimentais de artrose.

Para estudar a acdo das DMDOA, inUmeros modelos animais tém
sido utilizados. Em alguns, a artrose € produzida por alteracdo mecéanica da
articulacao (exemplo: meniscectomia ou secc¢éo ligamentar). Em outros, uma
leséo quimica da articulagédo é produzida (exemplo: injecdo intra-articular de
enzimas proteoliticas, de antibidticos ou de venenos) ou, ainda, acompanha-
se o desenvolvimento de artrose espontanea (por exemplo: Linhagem
Hartley de cobaias e algumas linhagens de camundongos). Neste estudo,

limitar-nos-emos a revisao dos modelos mecanicos de artrose.

Marshall et al. (1969) estudaram a formacdo de ostedfitos marginais
em curtos intervalos apos a seccdo do LCA. Dez cédes foram operados,
sendo que em um deles foi feita artrotomia bilateralmente e, nos demais, a
secc¢do do LCA de um dos joelhos. Os animais foram sacrificados entre uma
e oito semanas. Além da formacdo de ostedfitos, o autor mostrou que nas
laminas da cartilagem articular dos animais sacrificados com dois meses de
pos-operatorio, houve perda de basofilia, diminuicdo da espessura, formacéo
de clones de condrdcitos, fibrilacdo, degeneracdo da matriz e fissura da

cartilagem.
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Hulth et al. (1970) descreveram um modelo experimental de artrose
em coelhos apds a resseccao do ligamento colateral medial, do menisco
medial e de ambos os ligamentos cruzados, com o objetivo de mostrar um
método de osteoartrose de progressdo lenta em coelhos. Sacrificaram os
animais com cinco, 10, 15, 30, 60, 90 e 120 dias de pds-operatdrio.
Descreveram o aumento de divisdo celular de condrdcitos que ocorre no
inicio (15 dias apés a operacao) da artrose, formando clones de condrocitos.
Apds 30 dias ja havia fissuras superficiais, além dos clones de condrdcitos.

N&o encontraram alteragdes nos joelhos contralaterais.

Moskowitz et al. (1973) apresentaram um modelo experimental de
artrose em coelhos realizando a meniscectomia parcial medial (corno
anterior). Sacrificaram os animais entre trés e 20 semanas. Desde a 12°
semana encontraram alteragfes da cartilagem como clones de condrocitos,
fissuras, fibrilagcdo e perda da camada superficial e cistos subcondrais e
maiores alteragbes nos coOndilos femorais mediais. Mostraram que o
desenvolvimento de lesdes degenerativas simula aquelas da sequéncia
humana natural que se seguem a um trauma meniscal. Sugeriram o uso
deste modelo experimental no estudo das doencas articulares degenerativas

em humanos.

Pond e Nuki (1973) lesaram o LCA de um dos joelhos de 10 cées e os
sacrificaram entre uma e 26 semanas. As alteracdes histologicas variaram
de normal, no animal sacrificado uma semana apés a cirurgia, culminando
em fibrilagcbes grosseiras até a camada profunda, nos animais sacrificados

em periodos mais tardios. Baseados nos achados de microscopia de luz e
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eletrbnica, os autores afirmam que “a progressdo da condi¢do induzida
experimentalmente seguiu um curso muito similar ao da historia natural da
instabilidade anterior e a patologia final, de modo geral, é aquela da
osteoartrose”. Este modelo de artrose foi mais tarde aprofundado e
comparado a osteoartrose natural de caes por McDevitt, Muir (1976) e MUIR
(1977). Os autores defenderam o modelo ndo somente pela pouca
agressividade a articulagdo durante o ato operatério, mas, com maior
importancia, pelo aparecimento da lesdo na cartilagem articular no mesmo
local da superficie tibial em todos os caes, permitindo a analise desses
locais antes do aparecimento de lesfes e o estudo dos eventos que levam a

lesdo.

Nesse modelo experimental, trés fases foram definidas. Na primeira
fase (primeiras trés semanas), as alteragfes histologicas sdo minimas na
cartilagem tibial ndo coberta pelo menisco medial, ha aumento de contetudo
de agua e da extracdo de proteoglicanas. Na segunda fase (até 12 semanas
de pdés-operatério), ha erosdo da cartilagem do céndilo tibial medial (area
sem cobertura do menisco) e perda pequena de agua e de proteoglicanas
desta regido. No restante da articulacdo, as alteracdes sdo semelhantes as
da primeira fase. Na terceira fase (12-48 semanas de pds-operatério),
aparecem erosdes graves em focos. Nestes focos, h4 importante perda de
proteglicanas e do conteudo de 4gua. No restante da articulagdo encontram-
se lesdes da segunda fase. Segundo os autores McDevitt, Muir (1976) e
Muir (1977), somente nesta fase a doenca seria reconhecida por seu quadro

clinico ou sua radiologia como osteoartrose. McDevitt, Muir (1976) encerram
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confirmando a similaridade das alteragbes bioquimicas que ocorrem na
osteoartrose natural e na experimental, dando ainda mais validade ao

modelo experimental.

Cox et al. (1975) compararam microscopicamente a meniscectomia
medial total e parcial (deixando a periferia do menisco medial integra) em
caes, que foram sacrificados trés a dez meses apds a meniscectomia. As
alteracbes da cartilagem foram diretamente proporcionais a quantidade de
menisco retirada. Nos joelhos submetidos a meniscectomia parcial, néo
houve regeneracdo do tecido meniscal. Em cinco dos nove joelhos
submetidos a meniscectomia total, houve regeneragcdo meniscal, de
tamanho variavel, com a formacdo de um tecido semelhante a
fibrocartlagem. N&o havia alteracdes do tecido cartilaginoso sob esta
fibrocartilagem, mas sim no restante do compartimento medial. As alterag6es
da cartilagem articular, ap6s a meniscectomia parcial, nunca foram piores do

gue as existentes no joelho contralateral submetido a meniscectomia total.

Shapiro e Glimcher (1980) mostraram que as alteracdes
degenerativas em coelhos ap6s meniscectomia medial, principalmente na
cartilagem do céndilo tibial medial, iniciam-se na superficie (dois meses),
passam para as camadas mais profundas (sete meses de pds-operatorio),
formando ostedfitos, irregularidades da matriz e clones de condrocitos.
Apresentam-se com hipocelularidade e com diminui¢cdo da concentracéo de
glicosaminoglicanas. As alteracbes encontradas foram comparadas as

alteracdes iniciais da OA.
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Colombo et al. (1983) padronizaram um modelo experimental de
artrose acelerada em coelhos apds a meniscectomia parcial lateral, seccéo
dos ligamentos colateral lateral e sesamoideo. As alteracdes da cartilagem

podiam ser observadas nas primeiras duas semanas de pos-operatorio.

Ghosh et al. (1993) confirmaram que as alteragcdes precoces
causadas pela meniscectomia no joelho de carneiros sdo semelhantes

aqguelas descritas na OA inicial de humanos.

Rezende (2000) concluiu que o modelo experimental de artrose apos
meniscectomia medial em ratos foi eficaz produzindo alteracoes
degenerativas, leve apds trés meses e grave com sete meses de poés-

operatorio.

Galois et al. (2004) investigaram a influéncia de um exercicio
calibrado na progressédo das lesdes estruturais apds ressec¢do do LCA em
ratos. Constataram que 0s exercicios leves e moderados tiveram um efeito
benéfico nas lesdes condrais, porém os esfor¢cos intensos aceleraram a

apoptose dos condrdcitos.

Wancket et al. (2005), com a finalidade de testar a localizacao
anatdbmica dos marcadores da degradagdo articular em ratos
meniscectomizados, concluiram que este modelo experimental de OA
produziu lesdes condrais semelhantes as dos seres humanos. Os
biomarcadores foram considerados um excelente método para avaliar a
degradacdo do colageno tipo Il (um componente importante da cartilagem)

gue nao é rotineiramente vista nas analises da progresséao da OA.
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2.2. A Diacereina

2.2.1. Propriedades da diacereina

Pomarelli et al. (1980) realizaram testes farmacoldgicos nos pulmdes
de cobaias e em exudatos inflamatdrios de ratos com o objetivo de avaliar a
acdo da diacereina sobre as prostaglandinas. Concluiram que a diacereina
nao altera a habilidade do tecido pulmonar de cobaias em metabolizar o
acido aracdbnico, o que pode, a nivel gastrico, antagonizar a acao
ulcerogénica de drogas semelhantes ao acido acetilsalicilico, que levam a
deficiéncia de prostaglandinas gastricas. Semelhantemente, em ratos,
diacereina oral na dose de 4 mg/kg aumentou a sintese de prostaglandinas
em 69% (p<0,001 em relacéo a controles), enquanto a administracao oral de
indometacina na dose de 0,2 mg/kg reduziu a sintese em 72% (p<0,01 em

relacdo a controles).

La Villa et al. (1989) administraram 50 mg de diacereina duas vezes
ao dia, por cinco dias, a individuos idosos com insuficiéncia cardiaca
congestiva e compararam com um grupo que recebeu placebo. Nao houve
alteracdo significativa da excre¢do urinaria de prostaglandina E;, de 6-ceto-
prostaglandina F;, ou de tromboxane B, (medidas de sintese renal de
prostaglandina e/ou da atividade extra-renal da ciclooxigenase). Também
nao ocorreram alteracOes significativas da funcdo renal, da excre¢cdo de

sodio, da hemodinamica renal ou da diurese.
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Beccerica et al. (1990) estudaram, em pacientes com osteoartrose
ativa (articulacdes dolorosas e edemaciadas), a acdo da diacereina na dose
de 100 mg/dia por 10 dias na fluidez de membrana de linfécitos, que nesta
patologia fica diminuida. Observaram aumento da fluidez de membrana,
sendo que para os pacientes submetidos ao tratamento com a droga por 30
dias na OA sem sinovite dolorosa ocorreu efeito similar, embora a fluidez de

membrana ndo estivesse diminuida no inicio.

Boittin et al. (1993) observaram os efeitos da diacereina sobre o
metabolismo da matriz cartilaginosa, cultivando condrdcitos da cartilagem
articular de coelhos expostos a diacereina nas doses de 107 a 10™ M, com
ou sem 500 pg/ml de IL-1 humana, por um e seis dias. O aumento da
producdo de colagenase pelos condrdcitos, estimulados pela IL-1, foi
reduzido pela diacereina, desde o primeiro dia. Periodos maiores de
incubacdo (seis dias), com uma concentracdo de 10°M de diacereina,
levaram a um aumento na produc¢éo de coldgeno e de GAG. Concluiram que
a diacereina pode diminuir e até abolir o aumento da producdo de

colagenase pelos condrécitos estimulados pela IL-1.

Carney et al. (1995) mostraram que a diacereina reduz a producéo da
condroitina 4-sulfato, mas n&o a de condroitina 6-sulfato em cobaias,
resultando numa diminuicdo da razdo entre ambas. Esta razdo esta
aumentada na OA. Os autores sugeriram que este seria um dos
mecanismos através dos quais a diacereina poderia proteger 0os agrecans

(espécie predominante de PG) e demais PG que contém muitas cadeias de
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condroitina sulfato e de querato-sulfato, ajudando a cartilagem a resistir a

carga de compressao.

Pelletier et al. (2001) afirmaram que além da degradacdo da
cartilagem, ha evidéncia que a remodelacdo do osso subcondral € um fator
contribuinte na OA. Por isso, a estratégia do tratamento também obijetiva
modificar o metabolismo dos osteoblastos do osso subcondral. Eles
estudaram a acdo da diacereina e reina nas varidveis metabdlicas e
inflamatérias dos osteoblastos da OA subcondral tais como: fosfatase
alcalina, osteocalcina, IL-6, PGE2, COX-2, fator de crescimento insulina-like
(IGF-1), ativador do plasminogénio urocinase(Upa) e inibidor do ativador do
plasminogénio-1(PAI-1). Os resultados revelaram um efeito direto da
diacereina e reina, reduzindo as atividades de sintese dos osteoblastos que
poderiam ser responsaveis pela remodelacdo 0ssea subcondral anormal

durante o curso da OA.

Tamura e Ohmori (2001) relataram a eficacia dos efeitos da
diacereina na supressdo do Oxido nitrico no plasma de ratos que tiveram

artrose induzida.

Tamura et al. (2002) aprofundaram sua pesquisa anterior realizando
estudos farmacolégicos da diacereina em modelos animais de inflamacao,
OA induzida e reabsorcdo 6ssea. Verificaram que a diacereina diminuiu o
edema induzido por mediadores inflamatérios tais como carragenina,
dextran. Quando a OA foi induzida, também, houve diminuicdo do edema e

da mucoproteina sérica. Nas ratas ooforectomizadas mostrou-se eficiente na
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prevencdo da perda Ossea, reduzindo a fosfatase alcalina sérica e a

excrec¢do urinaria de hidroxiprolina.

2.2.2 O efeito da diacereina em modelos experimentais de artrose.

Maziéres et al. (1993) mostraram o efeito protetor profilatico da
diacereina, em modelos experimentais de artrose, quando causaram uma
contuséo fechada do joelho em 12 coelhos e a medicacao foi dada a metade
dos animais. Onze coelhos serviram de controle sem contusdo, dos quais
cinco receberam diacereina (3,5 mg/kg/dia) desde o inicio do trabalho. Apés
o sacrificio com 49 dias apés a contusédo, ndo encontraram diferencas entre
os dois grupos controles, mas estes apresentaram pontuacdes de artrose
significativamente mais baixas que o grupo contundido. O grupo contundido
gue recebeu a diacereina ndo era estatisticamente diferente dos grupos

controles, mas era do grupo contundido nédo tratado.

Mazieres et al. (1996), trés anos mais tarde, reutilizaram este modelo,
porém, agora, com trés grupos de coelhos: um grupo controle sem trauma
(nove coelhos); outro grupo (nove coelhos) contundido sem medicacgéo
alguma; e o ultimo grupo (12 coelhos) contundido passou a receber
diacereina (3,5 mg/kg/dia) 30 dias ap6s a contusdo. Os animais foram
sacrificados 90 dias ap6s o trauma. O grupo medicado apresentou um valor
de degeneracao intermediario entre o grupo controle e o grupo contundido

sem medicacdo, demonstrando o efeito terapéutico da diacereina.
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Brandt et al. (1997) estudaram o efeito da diacereina no modelo
acelerado de artrose em cées, descrito pelo grupo em 1985 (sec¢éo do LCA
ap6s a ganglionectomia L4-S1 ipsilateral).Os autores observaram o efeito

benéfico da droga neste modelo experimental.

Smith et al. (1999) testaram o0 uso de 40 mg/kg/dia de diacereina em
10 cdaes, por 32 semanas e constataram o retardo da progressdo da OA.
Entretanto, a concentracdo de PG, 4gua e a atividade colagenolitica de
extratos da cartilagem ndo foram significativamente diferentes entre os

grupos.

Rezende (2000) avaliou o efeito da administracdo oral de 50
mg/kg/dia de diacereina em ratos submetidos a meniscectomia medial do
joelho direito no periodo de 7 meses. Concluiu que houve diminuicdo das

alteracdes degenerativas de ambos os joelhos.

Hwa et al. (2001) avaliaram os efeitos da diacereina administrada
oralmente no osso subcondral e na cartlagem em modelo experimental de
OA em ovelhas. Ap6s meniscectomia lateral bilateral, constataram, pela
analise histomorfométrica e histologica, que a diacereina diminuiu a

progressdo da OA no osso subcondral e na cartilagem articular.

Pelletier et al. (2003) aprofundaram seus estudos anteriores e
observaram que a diacereina reduziu o nivel de fragmentacdo do DNA de
condrocitos e a morte da cartilagem em modelo experimental de OA em
caes, a0 mesmo tempo inibindo a caspase-3 e a sintese de 6xido nitrico

induzido.
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2.3. A glicosamina

2.3.1. Propriedades da glicosamina

Roden et al. (1956) notaram um aumento da producdo de
glicosaminoglicano e colageno quando o sulfato de glicosamina foi

adicionado a culturas de células fibroblasticas derivadas da cartilagem.

Karzel et al. (1971) estudando a atividade da N-
acetylglicosaminaquinase na mucosa gastrica de ratos, constataram que o
sulfato de  glicosamina foi  eficientemente  incorporado  aos
mucopolissacarideos, estimulando a produgéo e servindo como um protetor

gastrico.

Vidal et al. (1978) administraram, por via oral, glicosamina em animais
com OA para avaliar sua acao terapéutica no periodo de quatorze dias.
Observaram que a droga foi capaz de estimular a produgédo de

glicosaminoglicanos e a sintese de proteoglicanas.

Setnikar et al. (1984) apresentaram um grande estudo da
farmacocinética da glicosamina, ou seja, avaliaram sua absorcéo,
distribuicdo e excre¢do apos administracdo oral e intravenosa em ratos.
Constataram sua excelente absor¢do na cartilagem articular, minima

toxicidade e seu efeito benéfico em relagcéo aos AINH.
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Raiss (1985) avaliou as mudancas ultraestruturais em condrdcitos,
usando morfometria apds o uso de sulfato de glicosamina na cartilagem

articular degenerada experimentalmente.

Setnikar et al. (1991) aprofundaram sua pesquisa com a finalidade de
entender melhor o efeito do sulfato de glicosamina sobre mediadores
inflamatorios especificos induzidos a causar edema nas patas dos ratos e
sua toxicidade nos orgéos e tecidos. Concluiram que a droga teve acao
antiinflamatéria no edema provocado pela carragenina, dextran e formalina,
porém nédo foi efetivo contra os mediadores especificos inflamatérios tais
como a bradicinina, serotonina e histamina. A administragdo da glicosamina
por via oral ndo inibiu a ciclooxigenase, ndo ocorrendo alteracoes
gastrointestinais e também néo apresentando sinais agudos de toxicidade no
sistema neurolégico e somatico, nos achados de necropsia. Ao compararem
seu efeito e toxidade com o acido acetilsaliciico e indometacina
administrados durante 14 dias em espécies animais, os AINH foram mais
eficazes na reducado da inflamagé&o, porém o condroprotetor foi muito menos

toxico.

Jimenez et al. (1997) relataram que a glicosamina ndo afetou a

producéo de colageno tipo Il em culturas de condrécitos humanos.

Sandy et al. (1998) observaram a reducdo do catabolismo dos
agrecanos mediados pelos condrocitos, inibindo a IL-1 e o acido retindico

gue estimula a enzima agrecanase.
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Shikhman et al. (2001) concluiram que a N-Acetylglucosamina evita a
ativacdo dos condrécitos humanos pela IL-1BETA induzidas, ou seja, ela
expressou propriedades antiinflamatéria e condroprotetora, por interferir no

gene de expressao das citocinas indutiveis em condrécitos.

Scott (2004) publicou que a administracdo da glicosamina nas doses
usuais de 1500mg, sozinha ou combinada com a condroitina, ndo parece
causar uma interagdo clinicamente significante com o anticoagulante

warfarin.

2.3.2. O efeito da glicosamina em modelos experimentais de artrose

Ao Eichler e Noh (1970) avaliaram o efeito da glicosamina em animais
submetidos a inducdo de OA e constataram um efeito protetor e redutor

contra a degeneracéo da cartilagem articular.

Hanson et al. (1997) observaram um retardo da OA em cavalos com o

uso da glicosamina associada a condroitina.

Canapp et al. (1999) também constataram um significante efeito
antiinflamatério contra sinovite inflamatéria quimicamente induzida em caes,

com o uso da glicosamina complementada a condroitina.

Lippiello et al. (2000) estudaram a acdo da glicosamina com
condroitina em modelo experimental de OA em 42 coelhos e observaram
uma estabilizacdo da matriz da cartlagem e lentificacdo do processo

degenerativo articular apds analise histoldgica.
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3. METODOS

Este estudo foi avaliado e aprovado pela Comissdo de Analise de
Projetos de Pesquisa - CAPPesq — do Hospital das Clinicas da Faculdade de

Medicina da Universidade de Sao Paulo.

O material deste trabalho constou de 30 ratos machos adultos da raca
Wistar, obtidos junto ao Centro de Bioterismo da FMUSP. A idade minima
para inclusdo no trabalho foi de oito semanas e o peso minimo de 180
gramas. Ratos com idade superior a 16 semanas e peso acima de 390

gramas néao foram utilizados neste estudo.

3.1. Grupos analisados

Os ratos foram separados em dois grupos Estudo (G e D), com 20
animais e um grupo Controle (C) com 10 animais, conforme os
procedimentos adotados e que serdo descritos apds sua apresentacao.

Dessa forma, os grupos estudados foram os seguintes:

G: Dez ratos submetidos a meniscectomia total medial do joelho
direito isolada e submetidos & administracdo oral de glicosamina®, na dose
de 40mg/kg/dia, a partir do terceiro més pos-operatério (PO) e sacrificados

com sete meses de pos-operatorio.
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D: Dez ratos submetidos a meniscectomia total medial do joelho
direito isolada e submetidos & administracdo oral de diacereina®, na dose

de 50mg/kg/dia, no mesmo periodo do grupo acima.

C. Dez ratos submetidos a meniscectomia total medial do joelho

direito isolada que nao receberam medicagéo.

3.2. Procedimentos

Todos o0s ratos sob anestesia inalatéria com halotano foram
submetidos a meniscectomia total medial do joelho direito, conforme

descrito por Rezende (2000).

3.2.1. Procedimento cirdrgico

3.2.1.1. A anestesia

Os procedimentos de indugdo e manutencdo da anestesia foram
padronizados e orientados pela equipe de anestesia do IOT-HC-FMUSP e

pela médica veterinaria do Centro de Bioterismo da FMUSP.

@ DinaflexO - ZodiacO: ® ArtrodarO- TRB PharmaO :
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A inducéo anestésica foi realizada em camara inalatéria com halotano
a 3% e oxigénio a 3 I/min, até que o animal se encontrasse adormecido. A
seguir, o rato foi retirado da camara e colocado na mesa operatdria com uma
mascara anestésica, onde se manteve o fluxo de 3 I/min de oxigénio
misturado com halotano a 2%. Ao final da cirurgia, por ocasidao da sutura da
pele, a mistura de halotano era diminuida para 1% e, ao término do

procedimento cirdrgico, somente oxigénio era inalado.

3.2.1.2. A operacgéo

Em decubito dorsal horizontal, foram realizadas a tricotomia do
membro inferior direito e a anti-sepsia com solugcdo de gluconato de
clorhexidina®. Campos estéreis isolaram o membro inferior direito. Através
de inciséo longitudinal medial do 1/3 proximal da perna ao 1/3 distal da coxa
e divulsdo do vasto medial, procedeu-se a exposicdo do ligamento colateral
medial, que foi seccionado a cerca de dois a trés milimetros abaixo da
interlinha articular (antes de sua inserc¢ao tibial) e rebatido proximalmente. O

menisco medial foi identificado e foi feita a exérese do mesmo (Fig. 1).

Todo o procedimento foi realizado com bisturi de [amina namero 15 e

com o auxilio de lupa ou de microscopio.

© LaborhexO - GlicolaborO
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Figura 1 — Meniscectomia medial do joelho direito

O ligamento colateral medial foi suturado ao seu coto distal, através
de um ponto com fio nylon monofilamentado 5-0, bem como o musculo vasto
medial e a pele foram suturados com pontos separados de fio nylon
monofilamentado 4-0. A ferida foi limpa com soro fisioldgico e solugédo de

gluconato de clorhexidina.

3.2.1.3. O pOGs-operatoério

Apés a recuperacdo anestésica, o rato operado recebeu 2,5 mg de

dipirona por via oral em dose Unica, protegido por campos limpos, era
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mantido em gaiola com no maximo trés animais. A ragdo e a agua filtrada

foram oferecidos pela tampa da gaiola.

Todos os animais removeram seus proprios pontos de sutura entre

uma e trés semanas apos do procedimento.

3.2.2. Procedimento de manutencéo

Todos os animais foram mantidos em gaiolas (trés ratos por gaiola)
de propileno de 16 cm x 34 cm x 49 cm, cobertas com uma tampa de ferro,
com espaco para colocacdo da ragao padrao e um ou dois bebedouros com
500 ml de agua filtrada (Fig.2). Os trés ratos de cada gaiola foram marcados
distintamente (uma marca preta, ou duas marcas azuis ou trés marcas
vermelhas no rabo do animal), com o objetivo de identifica-los dentro de sua

gaiola e subgrupo, conforme demonstrado na figura 3.
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Figura 2 — Manutencao dos ratos

Trés a quatro vezes por semana, todos 0s animais eram colocados
em caixas de papeldo de 40 cm x 50 cm x 60 cm e de 50 cm x 70 cm x 80
cm, por duas horas no periodo noturno. Em cada caixa, eram colocados seis
ratos. Para identificacdo correta dos animais de cada gaiola, cada trio foi

marcado no dorso em azul, branco ou vermelho, associado ou ndo a preto
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(seis combinacbes). As caixas eram agrupadas em trios. Dentro das caixas,
tampas de ferro de gaiolas foram colocadas inclinadas a 45° e apoiadas nas
paredes das caixas, de forma a permitir que os ratos subissem até a tampa
das mesmas e passassem de uma caixa para outra por suas bordas ou pelo
apoio sobre as gaiolas colocadas ao lado das caixas (Fig.4). Os ratos eram
estimulados a subir e andar sobre as caixas pelo escurecimento da sala e

pelo oferecimento de doce de leite®.

Figura 3 — Ratos confinados nas caixas

@poce de Leite ItambéO
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Figura 4 - Os ratos estimulados pelo oferecimento de doce de leite

Os ratos foram pesados no momento da cirurgia (peso inicial) e por
ocasido do sacrificio (peso final), numa balanca eletrébnica com precisédo de
um grama. Cada rato, dentro de seu respectivo grupo, foi identificado por um
namero arabico. Todos os ratos que receberam a medicagdo oral foram

pesados semanalmente para ajuste da dose.

3.2.3. A medicacéo oral

A diacereina oral foi administrada com os animais acordados. Os
ratos do grupo D, a partir do terceiro més de poOs-operatério da

meniscectomia medial do joelho direito, receberam diariamente 50mg/kg de
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peso do pé de diacereina (C19H1,0g), diluido a 0,1 g/l em leite condensado®.
A solucao era aspirada numa seringa de 1 ml, sem agulha. O rato era preso
pelo dorso e cintura escapular, de forma a prender os membros superiores
pela mao esquerda do pesquisador com luva de funileiro. A medicacgao foi
introduzida na cavidade oral, colocando-se a extremidade da seringa sem
agulha no canto esquerdo da boca do animal (méo direita do pesquisador),
que era liberado, em seguida. Os animais receberam a medicacdo até a
véspera da data da eutanasia, que ocorreu no sétimo més de pos-operatorio
(Fig 5).

A glicosamina oral foi administrada diariamente 40mg/kg de peso do
p6 do sulfato de glicosamina, diluido a 0,1 g/l em leite condensado®. O
mesmo procedimento adotado para a diacereina foi aplicado para a

glicosamina.

Figura 5 — Ratos submetidos & administracdo da droga

©)Leite Moca NestléO
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3.2.4. A eutanéasia

O protocolo para eutandsia também foi padronizado pela equipe de
anestesia do I0OT-HC-FMUSP e aprovado pela médica veterinaria do Centro

de Bioterismo da FMUSP.

Todos os ratos foram submetidos a eutanasia com sete meses de
pos-operatorio.  Administrou-se injecdo intra-peritoneal de cetamina
(anestésico hipnético) na concentracdo de 10 mg/kg, associada ao dobro da
dose anestésica de diazepam, i.e., 0,8 mg/kg ou ao dobro da dose
anestésica de xelazina, i.e., 6,4 mg/kg, potencializando o efeito da cetamina

e causando morte indolor por parada respiratoria.

3.2.5. Medicédo do angulo de extensdo méaxima do joelho

Foram realizadas dissec¢cbes de ambos os joelhos desde a regiao
coxo-femoral até a regido do tornozelo apés identificagcdo prévia de cada

membro.

Apos a disseccao, foram medidos os angulos de extensdo méaxima de

cada joelho estudado, conforme apresentado na figura abaixo:
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Operado

Figura 6 — Analise do angulo de extensdo maxima

3.2.6. Processamento das pecas e das laminas

As pecas foram armazenadas em frascos de vidro identificados com
solucéo de formol a 10% e enviadas para estudo anatomo-patolégico. Todos
os joelhos foram mantidos nessa solugcéo por um dia e, a seguir, submetidos
a desmineralizacdo em &acido nitrico a 7,5% por dois a trés dias. Apos a
inclusdo em bloco de parafina, foram realizados dois cortes no plano frontal
de cada 1/3 proximal de tibia e de cada 1/3 distal de fémur, sempre que
possivel no maior diametro bicondilar. Todas as laminas, coradas em
hematoxilina e eosina e Alcian-blue foram marcadas por cédigos e

analisadas por uma patologista que desconhecia a que grupo pertencia o
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animal. As lesbes encontradas foram registradas segundo um quadro de
alteracOes artrosicas feito pela patologista do servico de Patologia do IOT-
HC-FMUSP, baseado nos trabalhos de sistema de graduacdo de MANKIN,
conforme demonstrado no Tabela 01. A graduacdo da artrose foi
determinada pela soma da pontuacdo correspondente as alteracdes

encontradas em cada uma das duas laminas de cada estrutura anatébmica.

Outra observacéo importante é que as alteragdes encontradas foram
analisadas de forma qualitativa (presente ou ndo) e ndo quantitativa. Uma

vez presente, a pontuacao correspondente era, entdo, atribuida.
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Tabela 1 - Sistema de graduacéo de Mankin usado para avaliar o grau de lesao

da cartilagem articular nos joelhos dos ratos.

Variavel Pontuacéo
Superficie O=normal
1=irregular

2=fibrilacéo / vacuolos

3=bolhas e erosao

Hipocelularidade

O=normal

1=pequena diminuicéo de
condrécitos

2=grande diminuicdo de condrdcitos

3=sem células

Clones

O=normal
1=duplas ocasionais
2=duplas ou trincas

3=multiplos ninhos de células

Alcianofilia territorial

O=normal
1=pequena diminui¢do na coloragao
2=grande diminuicdo na coloracao

3=sem coloracao

Alcianofilia interterritorial*

O=normal

1=pequena diminui¢do na coloragao
2=grande diminuicdo na coloracao
3=sem coloracao

* A alcianofilia interterritorial é avaliada nas camadas superficial, média profunda

podendo a pontuacdo maxima chegar a 21.
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Definimos como artrose Leve aquela que pontue até 6; Moderada entre 7
e 12; e Severa com 3 13 pontos ou havendo a presenca de cisto subcondral.

Esta graduacéo foi feita para a descricdo dos resultados e ndo para sua analise.

Observacgéo: Todos os joelhos retirados foram fotografados sem pele e

apos artrotomia com eversdo da rotula para fins ilustrativos.

3.3. Os critérios de exclusao

Os ratos que apresentassem complicacdes do tipo infeccdo ou
deiscéncia da cicatriz cirdrgica, que morressem, independentemente da causa,
antes do término do periodo de experimentacdo do seu grupo ou que, ao
exame anatomo-patoldgico, apresentassem alguma patologia que interferisse

no metabolismo Osteo-cartilaginoso, foram excluidos do trabalho.

3.4. Andlise estatistica

Realizou-se estatistica descritiva dos valores amostrais ordinais
(quantitativos): média, desvio padréo, erro padrdo da média, valores maximo e

minimo e nimero de casos.
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Nas comparacdes entre as duas amostras ordinais relacionadas
(pareadas), utilizou-se o teste de Wilcoxon e o teste de Kruskal-Wallis (andlise
de varidncia) para as comparacbes entre mais de duas amostras nao-
paramétricas. Ja entre as amostras ordinais realizaram-se testes de correlagéo

de Pearson e regressao linear.

Adotou-se o nivel de significancia de 5% (a = 0,05) e indicaram-se o0s

resultados significantes com asterisco.
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4. RESULTADOS

O numero de ratos permaneceu 0 mesmo desde o inicio até a eutanasia.
Na disseccao das patas dos joelhos operados e ndo operados, observou-se
macroscopicamente os ligamentos cruzados anteriores, posteriores e colaterais
integros. Constatou-se degeneracao da cartilagem articular, com formacéo de
ostedfitos, principalmente do lado medial dos joelhos operados (Fig.7). Nao
ocorreram fraturas no fémur e na tibia dos ratos de todos os grupos estudados.
Por isso, conseguiu-se medir todos 0s angulos de extensdo maxima, tendo

como base a diafise da tibia e a diafise do fémur (Quadro 02).

Figura 7- Visdo macroscopica do joelho operado
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Tabela 2 — Medidas da extensdo maxima dos joelhos em graus dos ratos dos

grupos que tomaram glicosamina, diacereina e controle.

Grupo Glicosamina Grupo Diacereina
Nao Nao
Ratos Operados Operados Ratos Operados Operados
G1 35° 25° D1 35° 20°
G2 450 300 D2 35° 20°
G3 35° 20° D3 30° 20°
G4 400 150 D4 30° 150
G5 400 300 D5 250 150
G6 30° 200 D6 35° 20°
G7 30° 200 D7 30° 150
G8 30° 25° D8 400 25°
G9 50° 300 D9 400 25°
G10 50° 40° D10 35° 25°
Média 38,5° 25,5° Média 33,5° 20,0°

Grupo Controle

Rato Operado N&o Operado
C1 450 35°
c2 550 35°
C3 60° 450
C4 50° 35°
C5 55° 40°
C6 450 35°
c7 50° 400
C8 60° 450
C9 550 400

C10 60° 450

Média 53,5° 39,5°
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Tabela 3 - Analise das médias dos angulos de extensdo maxima dos joelhos
operados e ndo operados dos ratos do grupo controle que tomaram diacereina

e glicosamina.

Controle Diacereina  Glicosamina
Operados 53,5° 33,5° 38,5°
N&o operados 39,5° 20° 25,5°
Wilcoxon 4=0,05 P=0,004* P=0,005* P=0,004*

Tabela 4 - Quantificacdo da artrose pelo sistema de Mankin (Grupo

glicosamina).
Ratos | Lado Local S H C Ta la  Cistos Pontos
Gl E Tibia 1 1 - - - - 2
Fémur 2 - - - - - 2
Gl D Tibia 3 2 1 - - - 6
Fémur 2 2 - - - - 4
G2 E Tibia 1 1 - - - - 2
Fémur 2 - - - - - 2
G2 D Tibia 3 2 1 - - - 6
Fémur 2 1 1 - - - 4
G3 E Tibia 1 - - - - - 1
Fémur 1 - - - - - 1
G3 D Tibia 3 3 2 1 1 - 8
Fémur 3 1 1 - - - 5
G4 E Tibia 1 1 - - - - 2
Fémur 1 - - - - - 1
G4 D Tibia 3 2 2 - - - 7
Fémur 2 2 - - - - 4
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Ratos | Lado Local S H Ta la  Cistos Pontos
G5 E Tibia 1 1 - - - 2
Fémur 1 - - - - 1
G5 D Tibia 3 2 - - - 6
Fémur 2 - - - 3
G6 E Tibia 1 1 - - - 2
Fémur 1 1 - - - 2
G6 D Tibia 3 2 - - - 7
Fémur 2 1 - - - 4
G7 E Tibia 1 1 - - - 2
Fémur 1 - - - - 1
G7 D Tibia 3 1 - - - 5
Fémur 2 2 - - - 5
G8 E Tibia 2 1 - - - 3
Fémur 1 - - - - 1
G8 D Tibia 3 - - - 5
Fémur 2 - - - 3
G9 E Tibia 1 1 - - - 2
Fémur 1 1 - - - 2
G9 D Tibia 3 3 - - - 6
Fémur 2 1 - - - 3
G10 E Tibia 2 - - - 2
Fémur 2 - - - - 2
G10 D Tibia 3 3 - - - 6
Fémur 2 2 - - - 4
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Tabela 5 —Quantificagdo da artrose pelo sistema de Mankin (Grupo diacereina).

Ratos | Lado Local S H C Ta la Cistos Pontos
D1 E Tibia 1 1 - - - - 2
Fémur 1 1 - - - - 2
D1 D Tibia 3 2 2 - - - 7
Fémur 2 2 - - - - 4
D2 E Tibia 1 1 - - - - 2
Fémur 1 1 - - - - 2
D2 D Tibia 3 2 1 - - - 6
Fémur 2 2 - - - - 4
D3 E Tibia 1 1 - - - - 2
Fémur 1 - - - - - 1
D3 D Tibia 2 2 1 - - - 5
Fémur 2 1 - - - - 3
D4 E Tibia 2 1 - - - - 3
Fémur 1 - - - - - 1
D4 D Tibia 2 2 2 - - - 6
Fémur 2 1 - - - - 3
D5 E Tibia 1 - - - - - 1
Fémur 1 - - - - - 1
D5 D Tibia 2 1 - - - 4
Fémur 1 - - - - 2
D6 E Tibia 1 1 - - - - 2
Fémur 1 1 - - - - 2
D6 D Tibia méd. 3 2 - - - - 5
Fémur 2 1 - - - - 3
D7 E Tibia 1 1 - - - - 2
Fémur 1 - - - - - 1
D7 D Tibia 3 2 1 - - - 6
Fémur 2 1 - - - - 3

PDF Creator - PDF4Free v2.0

http://www.pdf4free.com


http://www.pdfpdf.com/0.htm

Ratos | Lado Local S H Ta la Cistos Pontos

D8 E Tibia 1 - - - - 1
Fémur 1 - - - - 1

D8 D Tibia 2 2 - - - 6
Fémur 3 2 - - - 5

D9 E Tibia 2 - - - - 2
Fémur 1 1 - - - 2

D9 D Tibia 3 2 - - - 5
Fémur 2 - - - 3

D10 E Tibia 1 1 - - - 2
Fémur 1 1 - - - 2

D10 D Tibia 3 2 - - - 6
Fémur 2 2 - - - 4
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Tabela 6 — Quantificagédo da artrose pelo sistema de Mankin (Grupo controle).

Ratos | Lado Local S H Ta la Cistos Pontos
C1 E Tibia 1 1 - - - 2
Fémur 1 1 - - - 2
C1 D Tibia 3 3 2 - - 10
Fémur 3 2 - - - 6
c2 E Tibia 2 1 - - - 3
Fémur 1 1 - - - 2
c2 D Tibia 3 3 2 - - 11
Fémur 3 2 1 - - 7
C3 E Tibia 2 1 - - - 3
Fémur 1 - - - - 1
C3 D Tibia 3 3 3 - - 12
Fémur 3 3 - - - 9
Cc4 E Tibia 2 - - ; ; 2
Fémur 1 - - - - 1
C4 D Tibia 3 2 2 1 - 10
Fémur 3 2 2 1 - 9
C5 E Tibia 2 1 - - - 3
Fémur 2 1 - - - 3
C5 D Tibia 3 3 2 1 - 12
Fémur 2 1 - - - 8
C6 E Tibia 1 1 - - - 2
Fémur 2 - - - - 2
C6 D Tibia 3 3 1 - - 10
Fémur 2 2 - - - 6
C7 E Tibia 2 1 - - - 3
Fémur 1 1 - - - 2
C7 D Tibia 3 3 2 2 - 12
Fémur 3 2 1 - - 8
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Ratos | Lado Local S H Ta la Cistos Pontos
C8 E Tibia 2 - - - - 2
Fémur 2 - - - - 2
C8 D Tibia 3 3 1 - - 10
Fémur 3 2 - - - 6
C9 E Tibia 2 1 - - - 3
Fémur 1 1 - - - 2
C9 D Tibia 3 3 3 2 - 14
Fémur 2 1 - - - 9
C10 E Tibia 3 1 - - - 4
Fémur 2 - - - - 2
C10 D Tibia 3 3 2 2 - 13
Fémur 3 3 1 1 - 9
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Tabela 7 - Estatistica descritiva e comparacdo das alteracbes degenerativas
entre as tibias direitas (DIR) e esquerdas (ESQ) dos ratos do grupo Controle
(meniscectomia + sacrificio com sete meses). Comparacdo pelo teste de
Wilcoxon (a = 0,05).

Gréfico 1 -

Tibia Tibia
direita esquerda
Média 11,40 2,60
Mediana 11,50 2,50
Desvio Padrao 1,430 0,699
Valor Minimo 10 2
Valor Maximo 14 4
NUmero 10 10
P =0,001*

Representacdo grafica dos valores médios das alteracdes

degenerativas das tibias direitas e esquerdas dos ratos do grupo controle
(meniscectomia + sacrificio com sete meses).

m tibia esquerda

O tibia direita
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Tabela 8 - Estatistica descritiva e comparacdo das alteracdes degenerativas
entre os fémures direitos (DIR) e esquerdos (ESQ) dos ratos do grupo controle
(meniscectomia + sacrificio com sete meses). Comparacdo pelo teste de

Wilcoxon (a = 0,05).

Fémur Fémur

direito esquerdo
Média 7,60 2,10
Mediana 8,00 2,00
Desvio Padrao 1,265 0,568
Valor Minimo 6 1
Valor Maximo 9 3
NUmero 10 10

P =0,001*

Grafico 2 - Representacdo gréfica dos valores médios das alteracdes
degenerativas dos fémures direitos e esquerdos dos ratos do grupo controle

(meniscectomia + sacrificio com sete meses).

m Fémur esquerdo

O Fémur direito
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Tabela 9 - Estatistica descritiva e comparacdo das alteracdes degenerativas
entre as tibias direitas (DIR) e esquerdas (ESQ) dos ratos do grupo que
tomaram diacereina. Comparacao pelo teste de Wilcoxon (a = 0,05).

Grafico 3 -

Tibia Tibia
direita esquerda
Média 5,40 1,80
Mediana 5,50 2,00
Desvio Padrao 0,966 0,632
Valor Minimo 4 1
Valor Maximo 7 3
NUimero 10 10
P =0,001*

Representacdo grafica dos valores médios das alteracdes

degenerativas das tibias direitas e esquerdas dos ratos do grupo que tomaram

diacereina.

| Tibia esquerda

O Tibia direita
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Tabela 10 - Estatistica descritiva e comparacao das alteracdes degenerativas
entre as tibias direitas (DIR) e esquerdas (ESQ) dos ratos do grupo do grupo
gue tomaram glicosamina. Comparacéo pelo teste de Wilcoxon (a = 0,05).

Gréfico 4 -

Tibia Tibia
direita esquerda
Média 6,20 2,10
Mediana 6,00 2,00
Desvio Padrao 0,919 0,568
Valor Minimo 5 1
Valor Maximo 8 3
NUimero 10 10
P =0,001%

Representacdo grafica dos valores médios das alteracdes

degenerativas das tibias direitas e esquerdas dos ratos do grupo que tomaram

glicosamina.

® Tibia esquerda

O Tibia direita
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Tabela 11 - Estatistica descritiva e comparacao das alteracdes degenerativas
entre as tibias direitas (DIR) dos ratos do grupo do controle e dos que tomaram
diacereina e glicosamina. Comparacao pelo teste de Kruskal-Wallis (a = 0,05).

Grupo
Controle Diacereina Glicosamina
Média 11,40 5,40 6,20
Mediana 11,50 5,50 6,00
Desvio Padrao 1,430 0,966 0,919
Valor Minimo 10 4 5
Valor Maximo 14 7 8
NUmero 10 10 10
P = 0,000*

Grafico 5 -

Representacdo grafica dos valores médios das alteracdes

degenerativas das tibias direitas dos ratos do grupo controle e os que tomaram

diacereina e glicosamina.

@ Grupo dos ratos que
tomaram glicosamina

B Grupo dos ratos que
tomaram diacereina

O Grupo dos ratos
controle
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Tabela 12 - Estatistica descritiva e comparacao das alteracdes degenerativas
entre as tibias esquerdas (ESQ) dos ratos do grupo controle e dos que tomaram
diacereina e glicosamina. Comparacao pelo teste de Kruskal-Wallis (a = 0,05).

Grupo
Controle Diacereina Glicosamina
Média 2,60 1,80 2,10
Mediana 2,50 2,00 2,00
Desvio Padrao 0,699 0,632 0,568
Valor Minimo 2 1 1
Valor Maximo 4 3 3
NUmero 10 10 10
P =0,037*

Grafico 6 -

Representacdo grafica dos valores médios das alteracdes

degenerativas das tibias esquerdas dos ratos do grupo controle e os que
tomaram diacereina e glicosamina.
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Tabela 13 - Estatistica descritiva e comparacao das alteracdes degenerativas
entre os fémures direitos (DIR) dos ratos do grupo controle e dos que tomaram
diacereina e glicosamina. Comparacao pelo teste de Kruskal-Wallis (a = 0,05).

Grupo

Controle Diacereina Glicosamina
Média 7,60 3,80 3,90
Mediana 8,00 4,00 4,00
Desvio Padrao 1,265 1,033 0,738
Valor Minimo 6 2 3
Valor Maximo 9 5 5
Namero 10 10 10

P = 0,000*

Grafico 7 - Representacdo gréfica dos valores médios das alteracdes
degenerativas dos fémures direitos dos ratos do grupo controle e os que
tomaram diacereina e glicosamina

O Controle

W Diacereina

@ Glicosamina
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Tabela 14: Estatistica descritiva e comparacao das alteracbes degenerativas
entre os fémures esquerdos (ESQ) dos ratos do grupo controle e dos que
tomaram diacereina e glicosamina. Comparacéo pelo teste de Kruskal-Wallis (a

=0,05).
Grupo
Controle Diacereina Glicosamina
Média 2,10 1,40 1,60
Mediana 2,00 1,00 2,00
Desvio Padrao 0,568 0,516 0,516
Valor Minimo 1 1 1
Valor Maximo 3 2 2
NUmero 10 10 10

P =0,038*

Grafico 8 - Representacdo gréfica dos valores médios das alteracdes
degenerativas dos fémures esquerdos dos ratos do grupo controle e os que
tomaram diacereina e glicosamina.
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Tabela 15 - Estatistica descritiva e comparacao das alteracdes degenerativas
entre os joelhos operados (DIR) dos ratos do grupo controle e dos que tomaram
diacereina e glicosamina. Comparacao pelo teste de Kruskal-Wallis (a = 0,05).

Grupo

Controle Diacereina Glicosamina
Média 9,50 4,60 5,05
Mediana 9,50 4,75 5,00
Desvio Padrao 1,291 0,843 0,685
Valor Minimo 8 3 4
Valor Maximo 11,50 5,50 6,50
Namero 10 10 10

P =0,000*

Grafico 9: Representacdo grafica dos valores médios das alteracdes
degenerativas dos joelhos operados (DIR) dos ratos do grupo controle e os que
tomaram diacereina e glicosamina

I grupo dos ratos que
tomaram glicosamina

m grupo dos ratos que
tomaram diacereina

0 grupo dos ratos
controle
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Tabela 16 - Estatistica descritiva e comparacao das alteracdes degenerativas
entre os joelhos néao operados (ESQ) dos ratos do grupo controle e dos que
tomaram diacereina e glicosamina. Comparacéo pelo teste de Kruskal-Wallis (a

= 0,05).

Grupo
Controle Diacereina Glicosamina
Média 2,35 1,60 1,85
Mediana 2,50 1,75 2,00
Desvio Padrao 0,412 0,459 0,474
Valor Minimo 1,50 1 1
Valor Maximo 3 2 2,50
NUmero 10 10 10
P =0,003*

Grafico 10 - Representacdo grafica dos valores médios das alteracdes
degenerativas dos joelhos nao operados (ESQ) dos ratos do grupo controle e
0s que tomaram diacereina e glicosamina.
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Grafico 11 - Representacdo gréfica dos valores médios dos angulos de
extensdo maxima dos joelhos operados dos ratos do grupo controle e 0os que
tomaram diacereina e glicosamina. Comparacéo pelo teste de Kruskal-Wallis (a
=0,05).

O controle
m diacereina
m glicosamina
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5. DISCUSSAO

A meniscectomia parcial ou total é hoje um dos modelos
consagrados de artrose em animais de laboratdrio e podem reproduzir
de maneira fidedigna as degeneracbes focais e relativamente lentas
encontradas em seres humanos (Moskowitz, 1973; Lanzer e Komenda
1990)

No nosso estudo utilizamos um sistema pratico de pontuacao
para comparacfes estatisticas baseado na progressdo das alteracdes
microscoépicas da artrose, descrito por Mankin (1993), que iniciou com a
analise da superficie apresentando-se desde normal, passando por
irregular, fibrilacdo até erosdo. .Em seguida, avaliamos a quantidade de
condrocitos diminuidos (normal, pequena diminuicdo, grande diminui¢do
e sem células). No terceiro passo, observamos a formacao de clones de
condrécitos e por udltimo descrevemos a alcianofilia territorial e
interterritorial.

A presenca de cisto subcondral em geral sucede a degeneracgéo
mixéide da matriz cartilaginosa e esta presente nos casos mais
avancados de artrose, quando camadas inteiras estdo ausentes ou
completamente alteradas. Na presenca desta e das demais alteracdes
h4 uma artrose grave.Nao coincidentemente uma alteracdo de
pontuacdo menor ou igual a 2,5 caracteriza uma artrose leve, entre trés

e sete, moderada e, igual ou superior a 7,5, grave.
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Pelos parametros citados acima, ap0s o periodo de sete meses
da meniscectomia medial total em joelhos de ratos Wistar, avaliamos o0s
ratos do grupo controle e encontramos as maiores pontuagdes ou piores
graus de artrose dos joelhos direitos operados em relagdo aos contra-
laterais. Representados pelas comparagcdes dos dados da tibia operada
em relacdo ao lado contra-lateral (p=0.001") (Tabela 7, Gréfico 1) e pelos
dados do fémur operado em relacéo ao ndo operado (p=0.001") (Tabela
8, Gréfico 2).

Obtivemos graus de artrose na tibia operada semelhantes aos da
literatura (Shapiro 1980; Ghosh et al., 1990; Rezende 2000) atingindo as
camadas mais profundas da cartilagem.

Ghosh et al. (1990) e Rezende (2000) demonstraram alteragcbes
na cartilagem dos joelhos contra laterais (ndo operados) semelhantes as
gue encontramos no nosso trabalho. Provavelmente, o desgaste
articular no joelho operado levou a sobrecarga mecanica dos joelhos
nao submetidos a meniscectomia. Apesar de HULTH et al. (1970) nao
encontrarem nenhuma alteracdo patologica no joelho contralateral de
coelhos submetidos a meniscectomia medial, lesao de ambos os
ligamentos cruzados e do colateral medial sacrificados entre cinco e 120
dias, Moskowitz et al. (1973) encontraram alteraces histolégicas no
joelho contralateral; contudo, consideraram estes joelhos como controles
normais, pelas alteracbes nao excederem aquelas encontradas nos
joelhos de coelhos normais. Bendele et al. (1996) mostraram que a
patelectomia do joelho direito leva inicialmente a uma artrose mais grave
do joelho contralateral (esquerdo) de cobaias, mas que mais tarde (um
ano de poés-operatério) a artrose tende a ser grave bilateralmente. No
Nnosso caso, a artrose nao chegou a ser tdo deletéria para o joelho

contralateral; entretanto, mostrou sinais de degeneragéo.
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Apesar do modelo experimental de meniscectomia em coelhos ja
ser consagrado ha mais de duas décadas (Moskowitz et. al 1973;
Colombo et. al, 1983), optamos pelo uso de ratos Wistar pela facilidade
de manuseio do animal, bem como de manutencdo de um maior nimero
de animais (utilizamos um total de 30 animais). Outra razdo é que
coelhos saltam, ndo andam e correm como o0s ratos. A maioria dos
estudos que apresentam bons resultados com ACP sdo em coelhos
mantidos nas gaiolas (Shapiro 1980). Os que mostram resultados mais
reservados sao em carneiros (Ghosh 1990) e céaes (Smith et al., 1998)
gue sao animais maiores e liberados para a marcha.

Ratos machos foram escolhidos porque ha controvérsia na
literatura sobre a possibilidade de efeitos dos horménios femininos na
degeneracao articular (Rosner et al., 1979) e adultos, pelo fato de ter
ocorrido fechamento das cartilagens epifisarias. Segundo Silberberg
(1960), o modelo experimental de artrose em ratos através da dieta rica
em gorduras acentua a evolucéo da artrose e a intensidade pela qual se
da esta evolucdo dependendo da linhagem, sexo, idade de inicio e do
tempo em que este regime é empregado. Assim, tentamos restringir ao
maximo o nuamero de variaveis que poderiam intervir nos resultados
finais. O peso maximo para cada faixa etaria foi limitado. Dessa forma,
foram separados os ratos mais idosos do projeto impedindo que
alteracdes degenerativas causadas pela idade avancada do animal

ocorressem, apresentando um grupo adulto mais homogéneo.
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Utilizamos um numero de 10 animais para comec¢armos o0 estudo
com pelo menos o dobro de animais previsto para dar margem de
seguranga, caso alguns animais adoecessem ou a droga nédo se
mostrasse eficiente. Um limite minimo de quatro animais por grupo pode
demonstrar se as drogas sao altamente eficazes (Colombo, 1983).

Em relacdo ao procedimento cirtrgico, ndo h& possibilidade de se
realizar a meniscectomia total sem a seccdo do ligamento colateral
medial. Mesmo com a artrotomia, 0 uso de lupa ou de microscopia foi
necessario. Como ndo desejavamos que a instabilidade fosse um dos
componentes da degeneragéao articular, suturamos o ligamento colateral
medial.

No periodo pdés-operatério e de manutengdo, todos o0s animais
foram estimulados a deambular fora de suas gaiolas por um periodo de
duas horas, trés a quatro vezes por semana. A atividade fisica foi livre e
estimulada pela oferta de doce de leite. Com essa prética, observamos
maior degeneragédo articular em relagdo aos trabalhos que utilizaram
modelos onde os animais ficaram restritos as suas gaiolas como nos
modelos de coelhos (Shapiro 1980; Yoshimi 1994; Shimizu et al., 1998),
Foram encontrados resultados semelhantes aos estudos que deixaram
os animais livres (Schivianato et al., 1989) ou estimulados a atividade
(Ghosh et al., 1993; Smith et al., 1998).

Realizamos o modelo experimental de meniscetomia, nos joelhos
direitos de 10 ratos que denominamos controle, ou seja, nao fizeram uso

das medicacdes antiartrosicas e ap0s sete meses, 0s animais foram
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submetidos a eutanasia, suas patas dissecadas e encaminhadas a
analise histopatoldgica. Idealmente, deveriam ser feitos cortes seriados
da cartilagem de ambos os joelhos. Entretanto, isto seria completamente
impraticavel em funcdo do numero de animais que seriam incluidos no
experimento. A selecdo de cortes de areas visualmente patoldgicas,
infelizmente, é subjetiva e introduz vicios estatisticos inaceitaveis.
Tentamos resolver este problema pelos cortes constantes na mesma
area, bem como fazer os cortes sempre passando pelos maiores
diametros bicondilares, na medida do possivel no joelho do rato.

Segundo Colombo et al. (1983), a padronizacdo do local para a
realizacdo das laminas é um fator importante do ponto de vista
estatistico, permitindo o uso de um namero reduzido de animais caso as
drogas sejam potentes.

O uso de coloragdo pelas técnicas de hematoxilina-eosina e
alcian-blue foi escolhido, j& que a artrose apresenta alteracdes
histolégicas de todas as camadas da cartilagem, a qual pode ser
facilmente identificado por estas técnicas. (Mankin, 1993)

Uma vez que a determinacao de desvio do aspecto “normal” na
lamina de microscopia € subjetiva, € importante que as laminas sejam
codificadas e avaliadas sem o conhecimento de qual procedimento foi
realizado com o animal em questdo. Todas as laminas do estudo foram
analisadas por um patologista que desconhecia a origem da lamina.

Além de avaliar as alteracdes microscopicas, também fizemos

uma analise macroscopica da amplitude de movimento dos joelhos
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operados medindo o angulo de extensdo maxima (angulo formado pelos
eixo diafisario da tibia e do fémur). Observamos grande restricdo da
mobilidade articular, na tentativa de estender os joelhos, o que mostrou
mais uma vez a eficacia do modelo de meniscectomia na producédo de
degeneracdo articular. Além disso, houve um envolvimento global da OA
como espessamento da capsula articular, sinovite e a formacédo de
ostedfitos. Como a via de acesso utilizada para a meniscectomia total
dos joelhos foi relativamente grande para os animais, ocorreu também a
rigidez por fibrose capsular e peri-capsular. Todos os joelhos operados
apresentaram diminuicdo da amplitude de extensdo do joelho em
relacdo ao controle contra-lateral (ndo operados) (p=0,004*). Esta
diferenca foi em média 53,5 graus entre os joelhos operados e cerca de
39,5 graus no grupo nao operado (Tabela 2).

N&o foi possivel comparar os resultados do dngulo de extensao
com a literatura, pois os trabalhos avaliam as altera¢des microscopicas e
bioquimicas da cartilagem, sem levar em conta o grau de rigidez
articular.

Os ratos do grupo D receberam 50 mg/kg de diacereina diluida
em leite condensado para tornar a mistura homogénea e para o rato nao
regurgitar a medicacdo (a dose foi fornecida pelo fabricante e esti
relacionada ao poder de absor¢éo do animal). Os ratos fizeram o uso da
medicacao diariamente desde o terceiro més até a véspera da data do

sacrificio no sétimo més de pds-operatorio.
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Na Tabela 9 e Grafico 3, a tibia direita dos ratos que tomaram
diacereina, apesar de estatisticamente diferente do lado ndo operado
(médias de 5,40 do lado operado e 1,80 do lado ndo operado, p=0,001%),
apresentou um grau de artrose mais brando (mostraram somente
diminuicdo do numero de condrdcitos), diferentemente do grupo controle
que apresentou maior desgaste, ocorrendo clones de condrocitos.
Aparentemente, a inibicdo da producdo, bem como dos efeitos das IL-1,
regride ou estaciona a progressao da artrose. A dose que usamos
50mg/kg/dia € considerada compativel e adequada a absor¢cdo e ao
metabolismo acelerado dos ratos. Sendo assim, obtivemos resultados
melhores do que outros trabalhos que realizaram lesdes condrais por
trauma direto e observaram a acdo da diacereina em doses
menores(Maziéres 1993).

Bendele et al. (1996) aceleraram o modelo natural de artrose em
cobaias submetidas a patelectomia e administraram diacereina na dose
de 25 mg/kg/dia (metade da dose utilizada em nosso estudo) por quatro
e por 12 meses. Esses autores encontraram uma artrose grave do joelho
contralateral no quinto més pdés-operatorio, cujo efeito benéfico da
diacereina ndo se comprovou estatisticamente. Entretanto, ap6s um ano
de tratamento, os animais apresentaram lesbes semelhantes entre os
joelhos direito e esquerdo. Trabalhos que avaliaram a eficicia da
diacereina na dose de 15 a 20 mg/kg ndo conseguiram impedir a
progressdo do modelo acelerado de artrose em cées apds secc¢do do

LCA duas semanas depois de uma ganglionectomia L4-S1 ipsilateral
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(BRANDT et al.1997), mas conseguiu retardar a progressao da artrose
também em cées causada pela leséo isolada do LCA (SMITH et al.,
1998).

Ao avaliarmos os angulos obtidos na extensao maxima do grupo
de ratos que tomaram diacereina, observamos que os joelhos operados
tiveram pior amplitude (média 33,5°) em relacdo aos ndo operados
(média 20°) p=0.005". Porém, ao compararmos com os joelhos
submetidos a meniscectomia do grupo controle (média 53,5 graus), o
grupo que fez uso da diacereina apresentou melhores resultados na
mobilidade articular.

A glicosamina € um substrato para a producdo de
glicosaminoglicanos e proteoglicanos pelas células da cartilagem.
Teoricamente, sua ingestdo aumentaria a regeneracao da cartilagem
articular e, consequentemente, a amplitude de movimento.

Os ratos do grupo G receberam 40 mg/kg de glicosamina diluida
em leite condensado com o mesmo objetivo e periodo dos ratos do
grupo D.

A Tabela 10 e Grafico 4 mostram que a glicosamina conseguiu
proteger a tibia do lado operado, havendo grande retardo da
degeneracao do lado ndo operado, ou seja, ocorreu uma protecdo da
cartilagem do lado contra-lateral com diferenca estatisticamente
significante entre os lados operado e ndo operado (médias de 6,20 do
lado operado e 2,10 do lado ndo operado) (p=0.001*). Nossos resultados

foram similares aos trabalhos na literatura que provaram o papel da
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glicosamina na inibicdo da OA, bloqueando as metilproteases, Oxido
nitrico, fator de necrose tumoral, ndo atuando diretamente na
ciclooxigenase (Vidal et al., 1978; Sandy et al., 1998).

Avaliando os angulos obtidos na extensdo maxima do grupo de
ratos que tomaram glicosamina, observamos que os joelhos operados
tiveram pior amplitude (média 38,5 graus) em relacdo aos ndo operados
(média 25,5 graus) p=0.004". Porém, ao compararmos os joelhos
submetidos & meniscectomia do grupo controle (média 53,5°) em relacédo
ao grupo que fez uso a glicosamina, tivemos melhores resultados na
mobilidade articular do grupo que fez uso da droga (média 38,5°).

A Tabela 11 e o grafico 5 comparam as alteracdes histologicas
encontradas nas tibias direitas (lado operado) dos trés grupos e
mostram através do teste de Kruskal-Wallis que estes também séao
estatisticamente diferentes (p = 0,000). Na tibia operada, as piores
alteracdes foram encontradas no grupo controle (modelo experimental
da artrose causada pela meniscectomia) com média de 11,40. Este
grupo mostrou-se significativamente diferente dos outros dois grupos.

Ao compararmos a agdo da diacereina com a glicosamina na
degeneracdo articular da tibia direita, observamos efeitos das duas
drogas na condroprotecdo articular e os resultados entre a diacereina
(média 5,40) em relacdo a glicosamina (média 6,20) foram semelhantes
sendo estatisticamente n&o significantes. Ocorreram alteracdes
histologicas como diminuicdo dos numeros de condrécitos, fibrilagbes e

fissuras. Os valores foram inferiores aos ratos que nao fizeram o uso
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das medicacgGes (grupo controle), estes apresentaram graus de artrose
piores, pois tiveram grande diminuicdo do numero de células da
cartilagem, clones de condrdcitos,fissuras e exposicdo do 0Sso
subcondral. Os resultados apresentados confirmaram a eficacia das
drogas no retardo da degeneracdo articular, apesar de ndo haverem
diferencgas entre elas nos cortes histologicos.

Na literatura, ndo h& trabalhos comparando o efeito
condroprotetor terapéutico entre a glicosamina e diacereina em modelo
experimental de artrose, por isso ndo podemos confrontar oS Nossos
dados com outros autores.

As tabelas 12 e o grafico 6 comparam as alteragfes histologicas
encontradas nas tibias esquerdas (lado ndo operado) dos trés grupos e,
encontramos as piores alteragbes no grupo controle. Novamente, nao
houve diferenca estatistica entre os dois condroprotetores com a media
de artrose 1,80 para o grupo da diacereina e 2,10 para o grupo da
glicosamina. Observamos menores alteragcdes degenerativas do lado
nao operado (ESQ.) em relacdo ao operado (DIR.). Semelhantes
resultados foram observados na literatura traduzindo o efeito
condroprotetor sistémico das drogas.(Rezende 2000; Raiss 1985)
Aparentemente, existe uma tendéncia da diacereina e glicosamina
impedir a progressdo da degeneracdo de uma articulacdo previamente
saudavel submetida a sobrecarga por uma meniscectomia contra-lateral.
Se tivéssemos dois grupos nao operados que recebessem diacereina e

glicosamina oral, e estes mostrassem melhor pontuacdo histolégica,
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poderiamos entdo dizer que as mesmas também protegem contra o
envelhecimento biolégico, porém ndo administramos as duas
medicacdes a ratos nao operados.

Também comparamos o0s cortes histolégicos dos fémures
operados e ndo operados em relacdo as tibias operadas e ndo operadas
entre os trés grupos.. Com a somatéria dos graus de artrose obtido no
fémur e tibia, obtivemos um resultado global de degeneracédo articular
dos joelhos operados e né&o operados; entdo, pelo teste de Kruskall-
Wallis comparamos, primeiramente, os joelhos operados dos trés grupos
e observamos grande diferenca estatistica entre o grupo controle (média
9,50) e os grupos diacereina (média 4,60) e glicosamina (média 5,05).
Novamente, a diacereina protegeu a cartilagem articular mais do que a
glicosamina, mas sem diferenca estatistica.

Em todos os grupos, os joelhos n&do operados tiveram menor
desgaste em relacdo aos operados, sendo que 0 grupo controle
apresentou maior OA do que o0s grupos dos condroprotetores,
confirmando o efeito terapéutico sistémico das drogas nos joelhos
contralaterais. Estudos ndo comparativos testando a eficacia da
diacereina e glicosamina em modelos experimentais de artrose
apresentaram resultados semelhantes ao nosso trabalho, ao avaliarem a
acdo isolada da diacereina(Brandt et al. 1997;Smith et al. 1999 e Hwa et
al. 2001) e glicosamina (Vidal et al. 1978 e Sandy et al. 1998).

No grafico 11, verificamos a acdo das medicagfes entre si e em

relacdo ao grupo controle medindo o angulo de extensdo maxima dos
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joelhos operados. A finalidade desta analise foi observar a diferenca
entre a mobilidade articular de cada grupo. Os resultados mostraram
grande restricdo da extensdo do grupo controle (média 53,5°) em
relacdo aos grupos das medicacbes (média 36°). Mas os joelhos dos
ratos que tomaram diacereina tiveram menor rigidez e, a amplitude de
extensdo (média 33,5°) foi melhor que os dos ratos que fizeram uso da
glicosamina (média 38,5°).

Neste estudo, observamos o desequilibrio mecéanico causado pela
meniscectomia através de uma ampla via de acesso, com uma
degeneracao articular que foi controlada pelo uso de dois
condroprotetores de diferentes acfes, em doses altas e usos continuos,
introduzidos numa fase inicial da OA.

Provavelmente, a melhor efichcia da diacereina em relacdo a
glicosamina na mobilidade articular, se deu por uma maior acao da
diacereina inibindo a resposta inflamatoria das citocinas na sindvia,
capsula articular e tecidos adjacentes pelo bloqueio da IL1,e também
pela diminuicdo da atividade da colagenase. mostrado por Brandt et al.
(1997) e Ghosh et al.(1993).

A glicosamina administrada oralmente aos ratos, ndo apresentou
sinais de toxicidade, resultados semelhantes aos estudos de Setnikar et
al.(1991).

A diacereina também mostrou-se segura ndo havendo 0Obitos ou
efeitos colaterais nos animais estudados, os mesmos dados foram

encontrados por Pelletier (1993).
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Apesar de existirem na literatura, inUmeros estudos experimentais
e clinicos com as medicagfes que diminuem a degeneracao articular,
muitas ddvidas ainda sdo levantadas pelos profissionais da saude e
pesquisadores, como a dosagem ideal, o periodo de tratamento, 0s
exames que poderiam ser utilizados para avaliarmos com precisdo a
acdo das drogas. Desta forma, mais trabalhos clinicos, a longo prazo,
com grande casuistica seriam necessérios para obtermos mais
informacdes do mecanismo de acdo e da eficacia terapéutica dos

condroprotetores.
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6.CONCLUSOES

O uso terapéutico da diacereina e glicosamina diminuiu a rigidez

articular e retardou a progressao da artrose.

A diacereina atuou melhor na mobilidade articular do que a
glicosamina, porém ndo houve diferenca estatistica entre as duas

drogas no controle da degeneracéo articular.
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