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RESUMO

O objetivo desse estudo foi desenvolver, validar e tornar reprodutivel uma nova avaliacdo
histologica do complexo articular de joelhos de ratos. Para aquisicdo da amostra (procedimento
experimental), 20 ratos foram divididos em 5 grupos: Controle, Osteoartrite 3 meses,
Osteoartrite 6 meses, Osteoartrite 9 meses e Osteoartrite 12 meses. O modelo animal de
osteoartrite foi o de transeccdo do ligamento cruzado anterior do joelho. Apos o periodo de
exposicdo a doenca de cada grupo, as articulacdes dos joelhos de todos os animais foram
coletadas e processadas para a confec¢do de laminas histoldgicas, que foram coradas com
Hematoxilina de Harris e Safranina Fast Green, e selecionadas aquelas que melhor
representavam a OA. A geracdo dos itens da nova avaliacdo, a qual abordou todo o complexo
articular em diferentes tempos da OA, foi desenvolvida seguindo os principios de orientacao
para o desenvolvimento de um sistema de classificacdo (Pritzker et al., 2006), que inclui ndo s6
a padronizacdo do proprio sistema de avaliacdo, mas também, as condi¢des que a histopatologia
¢ avaliada. A partir da confeccdo da nova avaliacdo foi realizado um treinamento dos
avaliadores e a avaliacdo das fotomicrografias segundo a Nova Avaliacdo Histologica e apds
dois meses a avaliagdo de Mankin (1971). Posterior, foi feito as andlises estatisticas,
confiabilidade através do Coeficiente de Correlacdo Intra-Classe e a correlacdo de ambas as
avaliacdes. A nova avaliacdo apresentou excelente confiabilidade intra e inter-observador com
um Coeficientes de Correlacdo Intraclasse (CCI) de 0,992 e 0,994 respectivamente, entre todos
avaliadores. A confiabilidade inter-observador foi comparavel para observadores experientes e
inexperientes e ambos obtiveram um CCI de 0,993. Correlagdes significantes foram
encontradas entre a nova avaliacao histologica e de Mankin, com um coeficiente de correlacdo
(CC) médio de 0,95. Portanto, a nova avaliacdo histoldgica do complexo articular é uma
ferramenta vélida e confidvel para avaliar a degeneracdo do complexo articular em diferentes

tempo de osteoartrite e € adequada para pesquisadores inexperientes e experientes.

PALAVRAS-CHAVE: Osteoartrite. Histologia. Ratos. Classificacao.
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1. INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) € uma das doencas mais comum da atualidade e suas manifestacoes
clinicas séo dor, rigidez, edema, diminuicdo da amplitude de movimento (ADM) e da forca
muscular (Yassin et al.,, 2015; Pereira, Ramos, Branco, 2015). Além da variedade de
manifestacbes clinicas da doenca, diferentes tecidos sdo comprometidos com o
desenvolvimento da OA: cartilagem articular, membrana sinovial, capsula articular,
ligamentos, tenddes, osso subcondral, tecido muscular, além da producdo de citocinas
inflamatorias (Glyn-Jones et al., 2015; Peterfy et al., 2006).

Sao amplas e diversificadas as caracteristicas encontradas que abordam a degeneracao
do complexo articular. Além disso, os métodos comuns de avaliacdo histopatologica tém ampla
variacdo inter-observador e sdo poucos lineares (Ostergaard et al.,1997), portanto, ha uma
crescente necessidade de padronizar a avaliagdo da histopatologia da OA (Pritzker et al., 2006).

Atualmente existe a avaliacdo de Mankin et al., (1971), sistema de graduacéo histoldgica
que avalia 4 itens: altera¢Ges na estrutura da cartilagem, como presenca de fibrilacdes e fissuras
até a desorganizacao total nas camadas; comportamento celular, como hipercelularidade, clones
e hipocelularidade; contetdo de proteoglicanas e integridade da Tidemark, intacta ou
descontinua, limitando-se apenas na avaliacdo da cartilagem, ndo avancando para 0s demais
tecidos.

Mais a diante a Sociedade Internacional de Pesquisa em Osteoartrite (OARSI —
Osteoarthritis Research Society International) publicou em 2006 o seguinte artigo,
“Osteoarthritis cartilage histopathology: grading and staging” de Pritzker et al., (2006), uma
avaliacdo consistente, em que avaliam a OA de forma quantitativa gradual em seis graus e
quatro estagios, tornando-se complexa de empregar-se. Além disso, identificam como Mankin
apenas as caracteristicas da cartilagem, focam em alteracGes na matriz extra celular (MEC),
manifestacOes estruturais, e avancam, de forma sucinta, apenas erosdo 0ssea, deixando 0s
demais tecidos acometidos pela OA excluidos.

Depois em 2010 a propria OARSI publicou o artigo “The OARSI histopathology
initiative e recommendations for histological assessments of osteoarthritis in the rat”, as
recomendacdes de avaliacdo histologica da OARSI (2010), contemplam todo o complexo
articular avaliando de forma quantitativa e qualitativa a cartilagem articular, como
profundidade, extensdo e &rea da degeneracdo, porém com medidas morfoldgicas e nédo
celularidade, coladgeno e proteoglicanos, como nas avalia¢cGes de Mankin et al., (1997) e Pritzker

et al., (2006). Na literatura, as alteraces da OA sd@o encontradas em todo o complexo articular,
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principalmente na camada calcificada e 0sso subcondral. Dessa forma, Gerwin et al., (2010),
ndo hesitou em contemplar em suas recomendacgdes a avaliacdo de camada calcificada, 0sso
subcondral, osteofitos, membrana sinovial e capsula articular, além das medidas morfologicas
da cartilagem articular.

Pearson et al., (2011), realizaram os testes de validagdo e identificaram que tanto a
avaliacdo de Mankin e a de Pritzker sdo confiaveis e reprodutiveis. Além de terem uma forte
correlacdo quando avaliaram pacientes com OA de joelho. Porém, Lee et al., (2011), induziram
a OA com exercicio intenso de esteira em ratos, e em uma compara¢do com o Sistema de
Classificacdo de Mankin, identificaram que o sistema da OARSI (2006) ndo é sensivel as
mudancas iniciais da OA induzidas pelo exercicio, pois seus itens de avaliacdo, ndo abordam
celularidade.

Em linhas gerais, interpreta-se que, Mankin et al., (1971), é uma Classificacdo
histolégica mais especifica, mais reprodutivel e facil de aplicar, porém, limita-se apenas na
cartilagem articular. J& Pritzker et al., (2006) sistema de graduagdo, porém é complexo e que
ndo abordou todo complexo articular. Gerwin et al., (2010), que qualificaram os demais tecidos
do complexo articular, traz apenas recomendac6es de avaliacdes e ndo quantificam a OA em
gravidade.

Uma Avaliacdo histoldgica mais facil de usar, que aborde todo o complexo articular em
diferentes tempo da OA e além disso, que seja validada, significa contribuir a padronizagdo da
histologia em pesquisa basica. Portanto, o objetivo deste estudo foi desenvolver, validar e tornar
reprodutivel uma Nova Avaliacdo Histologica do complexo articular de joelhos de ratos em

diferentes tempo da OA.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 DESENHO EXPERIMENTAL BASEADO EM ARTIGOS DE VALIDACAO
HISTOLOGICAS

O presente estudo é de carater experimental e possui um desenho transversal de
avaliagéo histologica.

Foi baseado na metodologia padrédo de dois estudos, um de validacdo de uma nova
classificacdo para degeneracdo de discos intervertebrais (Rutges et al., 2013) e outro também
de validagdo, porém, de pontuagdo ultrassonogréfico para OA de joelho (Riecke et al., 2014).

Para melhor delineamento incluimos quatro fases descritas no fluxograma abaixo.
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Figura 1. Fluxograma das fases da metodologia.

Z 2 Aqusigio da amostra,
Fase 1. Identificacio s G

1

Identificag3o 2 selegdo das
limimas que melhor representam a

OA (n=20)
Fase 2. Princing
Geracio de itens: desenvolvimento de uma S 4
eI Z nommalizagio
nova avaliacao (12 pontos em 4 itens) l
Nova Avaliagio
Histologica

Tazte e treinamento I

Fase 3. Verificacdo e Avaliacoes

Periodo de avaliagdes

Confiabilidade |

Fase 4. Validacdo

Correlagio |

2.1.1. Fase 1: Identificacéo

2.1.1.1. Identificacdo

Foi realizado o calculo amostral, e definiu-se analisar 20 1aminas, ou seja, quatro de
cada grupo segundo o tempo de TLCA, sendo o suficiente para alcancar os objetivos tracados,
considerando um erro de 5% (Miot, 2011).

2.1.1.2. Aquisigdo da amostra

Foram utilizados 20 ratos machos Wistar (300 +£10g). Mantidos no biotério do

Departamento de Fisioterapia (UFSCar), com as condigdes ambientais controladas

luminosidade: ciclo de 12h claro/escuro). Os animais foram divididos em 5 grupos de diferentes
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tempos de OA, 3 meses, 6 meses, 9 meses, 12 meses e 0 grupo controle. O modelo animal de
OA utilizado foi o de transeccdo cirtrgica do ligamento cruzado anterior (LCA) segundo a
técnica descrita por Galois et al., 2004. Todo o experimento foi conduzido de acordo com
recomendacdes éticas internacionais (National Reserch Council, 1996) e o projeto foi aprovado
pelo Comité de Etica em Experimentacido Animal da Universidade Federal de Sdo Carlos
(Protocolo CEUA/UFSCar 1809120815)

Apls o periodo experimental, todos os animais foram eutanasiados e removido
bilateralmente a articulacdo do joelho para a confeccdo de laminas histologicas, que foram
coradas com Hematoxilina de Harris e Safranina Fast Green, conforme recomendaces de
Vasilceac et al., (2011); Gerwin et al., (2010).

2.1.2. Fase 2: Geracao de itens

Para aumentar a qualidade do instrumento, foi padronizado a avaliacéo histopatoldgica
da OA. Portanto, um conjunto de principios-alvo para orientar o desenvolvimento do sistema
de classificacdo foi utilizado (Pritzker et al., 2006). Em resumo, os principios para aplicacfes
sdo simplicidade, utilidade, escalabilidade, extensdo e comparabilidade, ou seja, ser confiavel,
util, poder escalonar, detalhar e comparar, respectivamente.

Em seguida, com base na literatura, experiéncia com classificacdo histoldgica de
cartilagem articular degenerativas e reuniées do nosso grupo de pesquisa, uma nova avaliacdo
histoldgica foi desenvolvida. Como jé citado, os tecidos do complexo articular foram incluidos,
resultando em quatro itens, sendo que cada item tem uma grau de 0,1,2 e 3; O representa
auséncia de caracteristicas de degeneracdo, 1 leve degeneracdo, 2 média degeneracao e 3 severa
degeneracdo (Figura 2A). O total da pontuacdo da nova avaliacdo é a soma dos pontos dos seis
diferentes itens, resultando em um valor minimo de 0 pontos em uma articulacdo
completamente saudavel e um maximo de 12 pontos para uma articulacdo inteiramente

degenerada.

2.1.3. Fase 3: Verificago e avaliagdes

2.1.3.1. Fase de teste da nova avaliacao histologica

Nesta etapa trés observadores independentes, um professor experiente em histologia

(K1), um estudante de doutorado com experiéncia em avalia¢fes histoldgicas (CAL) e um
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estudante de graduacdo inexperiente (JFC), avaliaram a Nova Avaliacdo histoldgica e um
conjunto de fotomicrografias compostos de imagens com alteragdes da doenga, afim de
observar a qualidade das mesmas. (Anexo I) Nenhum dos observadores estavam familiarizado
com avaliacéo histoldgica do complexo articular.

Baseado nas dificuldades e comentérios dos trés observadores, as descri¢fes de cada
item e as imagens foram ajustadas, para ser compreensivel para observadores inexperientes.
Portanto, os ajustes foram os seguintes: retirar o item reducdo da coloracdo da matriz do item
cartilagem, completar o termo colapso com o termo total desorganizacdo no item 0sso
subcondral, incluir uma legenda no item osteo6fito, afim de orientar os avaliadores de que forma
devem medir caso encontrem ostedfito, e por fim, completar o termo camadas com o termo

ndmero de linhas nos itens da membrana sinovial.

2.1.3.2. Treinamento para a nova avaliagao

Para evitar a subjetividade de cada avaliacdo individual, e assim padroniza-la para todos
avaliadores, desde os inexperiente até o pesquisador experiente, foi realizado um treinamento,
com avaliadores diferentes daqueles que participaram da fase de teste. Em dois encontros, com
intervalo de uma semana e com a participacdo de todos avaliadores. No primeiro momento
foram treinados quanto aos itens abordados na Nova Avaliacdo Histoldgica. Varias
fotomicrografias aleatorias foram apresentadas aos avaliadores, aproximadamente 4 a 14 por
tecido (Anexo 1), e assim, deveriam classificar como ausente ou presente os itens da Avaliacdo
histoldgica em uma tabela (Anexo I11), sem nenhuma explicacdo quanto essas caracteristicas
histologicas. No segundo momento, foi repetido esse treinamento dos itens e apresentado o
programa Pannoramic Viewer 1.15.4 © 3DHISTECH Ltda 2014 com todas suas ferramentas
de uso, e uma explicacdo prévia e apresentacdo da Nova Avaliacdo Histoldgica (Figura 2B).
Por fim, duas fotomicrografias foram classificadas pelos observadores e avaliadas com a
intencdo de validar o treinamento. Vale ressaltar que todo o treinamento foi coordenado pela

responsavel da pesquisa (MST).
2.1.3.3. Avaliacéo
Quatro avaliadores cegados, os mesmos que realizaram o treinamento, pontuaram as 20

fotomicrografias de acordo com a Nova Avaliacdo histoldgica, dos quais, um estudante de

mestrado (CM) e outro estudante de graduacdo (NC), ambos inexperientes com avaliacéo
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histoldgica. Os outros dois com experiéncia em avalia¢do histologica e com interesse especial
em OA, um professor e pesquisador de pesquisa basica (FAV) e um estudante de mestrado
(MST). Todos avaliadores classificaram as fotomicrografias duas vezes, com um periodo
intermediario de uma semana.

Depois de dois meses da Nova Avaliagédo os dois avaliadores experientes (FAV e MST)
aplicaram a Classificacdo de Mankin (1971) nas mesmas 20 fotomicrografias. Tanto a Nova
avaliacdo quanto Mankin. Para que pudesse ser feita a validacdo e a reprodutibilidade da

avaliacdo.

Figura 2A.

TECIDO PONTUACAO CARACTERISTICAS DE DEGENERACAO
0 Nenhuma alteracdo
1 Superficie intacta, com fibrilagdes, hipercelularidade e
hipertrofia de condrdcitos.
CARTILAGEM Fissuras na camada superficial e/ou média, formacéao de
ARTICULAR 2 clones de condrécitos, desorganizacao das colunas de
condrdcito.

Fissuras na camada profunda, hipocelularidade, reducédo
intensa da coloraco da matriz e tidemark fragmentada;
Nenhuma alteracdo
Proliferacéo celular e 0 aumento das células
mesenquimais da medula
Aumento da matriz 6ssea
Total desorganizagdo/Colapso na epifise
Nenhuma alteracdo
Marginais ou em formacéo (<199u)
Ostedfitos pequenos (200-299p)

Osteofitos grandes (>300p)

Nenhuma alteragdo
Aumento do nimero de linha/camadas de células de
revestimento ou proliferagdo de tecido subsinovial;
Aumento do nimero de camadas de células de
MEMBRANA 2 revestimento e proliferacdo de tecido subsinovial ou
SINOVIAL vilosidades sinoviais.

Aumento do nimero de camadas de células de
revestimento, proliferacdo de tecido subsinovial,
vilosidades sinoviais e aumento do nimero de células
inflamatdrias.

OSSO SUBCONDRAL

OSTEOFITO

P OlWw NP, OWN P O w
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Figura 2B.

Osso subcondral Membrana sinovial

Osteofito Cartilagem articular

Fig.2A. Itens e graus da nova classificacdo histoldgica para OA de joelho. 2B. llustracdo do complexo articular
saudavel. A imagem demonstra como os avaliadores foram inicialmente capacitados para as avaliagdes. Os
quatros tecidos séo sinalizados para facilitar sua localizagdo. Observa-se que nesta figura o oste6fito ndo existe,
portanto a seta apenas demonstra a sua possivel localizagéo. Corte frontal da articulagao do joelho.

2.1.4. Fase 4: Validacéo

2.1.4.1. Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas com o software Statistical Package for the
Social Science (SPSS) verséo 22.0.

A confiabilidade intra e inter-observador foi avaliada pelo calculo do Coeficiente de
Correlagéo Intraclasse (CCI) para ambos os sistemas de avaliagdo. Foi defino o0 modelo misto
de duas vias para os dois tipos de confiabilidade, inter e intra-observadores. Seguimos o Tipo
de CCI com varios observadores e com Definicdo de concordancia absoluta para CClI inter-
observadores e consisténcia para analise de CCI intra-observador. Analisamos o CCI como
descrito por Koo and Li (2016), e com base no intervalo de confianga de 95% da estimativa do
CCl, os valores inferiores a 0,5, entre 0,5 e 0,75, entre 0,75 e 0,9 e superiores a 0,90 sdo
indicativos de mau, moderado, bom e excelente confiabilidade, respectivamente.

Para avaliar a correlacéo foi utilizado o Teste paramétrico de Pearson entre ambas as
avalicGes, Nova Avaliacdo histologica e a padrdo ouro, Mankin et al,. (1971). Avaliamos

Coeficiente de Correlacdo (CC) como descrito por Bland e Altman. O CC é considerado baixo
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entre 0,30 e 0,49, moderada entre 0,50 e 0,69, alta entre 0,70 e 0,89 e muito alta entre 0,89 e
1,00 (Bland ande Altman, 1986).

3. RESULTADOS

3. 1. CONFIABILIDADE INTER E INTRA-OBSERVADOR

A confiabilidade intra-observador para a Nova Avaliacdo foi excelente tanto para os
observadores inexperientes quanto para o experiente, com um CCI médio de 0,98 e 0,99 para
inexperientes e 1,00 para observador experiente. A confiabilidade inter-observador média da
Nova avaliacdo também foi excelente, com um CCI médio de 0,99. A confiabilidade média
inter-observador entre observadores experientes e inexperientes também foi excelente, com um
CCI médio de 0,99 em ambos os CCls. Quanto a Avaliacdo de Mankin, também obteve uma

confiabilidade inter-observadores experientes excelentes, com CClI de 1,00 (Tabela 1).

3.2. CORRELACAO DA NOVA AVALIACAO HISTOLOGICA E A DE MANKIN

Houve alta correlacdo para ambas as avaliacdes realizadas pelos dois observadores que
realizaram as avaliacOes, coeficiente de correlacdo (CC) de 0,96 e 0,94 (p=0,007 e p=0,016)
(Figura 3A). A concordancia do Mankin e a Nova Avaliacédo histoldgica foram analisadas com

um grafico de Bland e Altman, como mostrado na figura 3B.

Tabela 1. Confiabilidade intra e inter-observador de todas as avali¢cdes realizadas;

CONFIABILIDADE CONFIABILIDADE

INTRA- INTER-
OBSERVADOR OBSERVADOR
(MEDIA/ 95% IC) (MEDIA/ 95% IC)
Todos 0,992 (0,85-1,00) 0,994 (0,97-1,00)
NOVA
AVALIACAO Experientes 1,000 (0,99-1,00) 0,993 (0,94-1,00)
HISTOLOGICA
Inexperientes 0,985 (0,95-1,00) 0,993 (0,93-1,00)
MANKIN Experientes - 1,000 (0.99-1,00)
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Figura 3A. - Gréafico de dispersdo para as Avalia¢des, Nova Avaliacdo e Mankin

8 o

[e)]

Avaliagao de Mankin
N

s r=0,96 1C95%

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Nova Avaliacdo

Figura 3B. Gréfico de Bland e Altman
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Figura. 3A.. A correlacdo entre as avaliac8es foi avaliada comparando as pontuac@es para as mesmas imagens
em dois momentos diferentes com um intervalo de 2 meses. 3B.. Gréfico de Bland e Altman, diferenca e média
entre Nova avaliacio e Mankin. LSC: limite superior de concordancia; LIC: limite inferior de concordancia.

4. DISCUSSAO

A osteoartrite possui caracteristicas patoldgicas de dificil compreensédo (Pritzker et al.,
2006), tem uma acentuada variabilidade, e estudos afirmam a heterogeneidade no seu processo
(Pearson et al., 2011; Mankin et., 1997). Segundo Pritzker et al. (2006), a falta de um consenso
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em relacdo a ordem e ao papel das caracteristicas patoldgicas da OA é a lacuna das pesquisas,
portanto, avaliacBes histoldgicas abrangentes e reprodutiveis com aceitacdo universal
proporcionariam beneficios importantes para comparacédo de dados histoldgicos (Pearson et al.,
2011).

Atualmente, existem ferramentas que avaliam a OA, um exemplo é o Mankin et al.,
(1971), que ainda é a mais utilizada, mas com modifica¢cBes que sdo poucas descritas em
detalhes (Pearson et al., 2011). Além disso, Ostergaard et al., (1997), avaliaram o Mankin e
afirmaram que consideravam a reprodutibilidade inadequada, as avaliacdes para validacéo ndo
foram rigorosas. Pritzker et al., (2006), autores de outra ferramenta também utilizada
atualmente, consideraram que ainda precisam de uma validacdo mais extensa e aprofundada,
mas a avaliacdo parece superior aos métodos anteriores, mostrando-se com uma confiabilidade
maior que a de Mankin (Pearson et al., 2011). Em outro estudo, Gerwin et al., (2010), validaram
suas recomendac0es para avaliagOes histoldgicas de osteoartrite em ratos, e apontaram que pode
ser usado de forma reprodutivel para individuos experientes e inexperientes.

Nosso estudo resultou em bons resultados, o CCI mostrou-se excelente confiabilidade
intra e interobservador para ambos 0s grupos. E quanto a correlacdo, a nova avaliagdo mostrou
ter alta correlacdo quando comparada a classificacdo de Mankin.

Quanto ao processo degenerativo, segundo Ostergaard et al., (1999) a ferramenta de
Mankin et al., (1971) apresenta falhas para diferenciar entre a OA normal e leve a moderada.
Entretanto, Pearson et al., (2011), enfatizou que o sistema de pontuacdo de Mankin fornece
medidas Uteis na caracterizacdo da osteoartrite do joelho, mas tem o enfoque para apenas pontos
especificos da OA, cartilagem e tidemark, sendo uma avaliacdo atribuida com enfoque nos
niveis mais agressivos da doenca.

A Nova Avaliacdo, com diferentes tempos da OA, apresenta imagens claras do processo
degenerativo da doenca, como pequenas fibrilagdes a colapso na epifise, e consegue diferenciar
nas pontuacdes dos itens.

A avaliagdo do complexo articular tem sido considerada relevante em estudos da OA,
desta forma, Pritzker et al., (2006), desenvolveram uma avaliacdo para pontuar e padronizar as
avaliagdes histopatologicas da OA com conceitos mais atualizados. Ent&o, j& consideraram que
a OA afeta todos tecidos articulares, principalmente osso subcondral, porém, ndo focaram sua
avaliagdo no complexo articular e ainda abordaram somente e de forma sucinta o tecido 0sseo.
Gerwin et al., (2010), vao além da cartilagem e o0sso subcondral, porém, ndo é tdo simples de
utilizar quanto Mankin, e trazem apenas recomendacdes e ndo pontuam o0s graus do processo

de degeneracéo da osteoartrite.
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Nesta perspectiva de abordar todo o complexo articular e ter uma classificacdo que seja
util para OA leve a severa, o presente estudo desenvolveu uma Nova Avalia¢do Histoldgica da
Osteoartrite de joelho de ratos, validou e tornou reprodutivel para pesquisadores experientes e
inexperientes.

Assim, confiabilidade foi avaliada afim de verificar a reprodutibilidade entre individuos
com experiéncias variadas quanto avaliagdes histologicas. Uma vez que, confiabilidade reflete
ndo apenas o grau de correlacdo, mas também a concordancia entre as avaliacdes, ou seja,
relacdo de variancia real pela variancia de erro (Koo e Li, 2016). Portanto, foi realizado teste e
treinamento entre todos os avaliadores, utilizando ferramentas e formulérios de avaliacGes
prévias, como realizado nos estudos de validacdes (Rutges et al., 2013; Gerwin et al., 2010).

E a primeira avaliacio histologica baseada em conceitos atualizados quanto a
degradacdo da OA, que quantifica o complexo articular em graus, contempla a evolucédo da
doenca de leve a severa, admitindo a variabilidade acentuada do processo osteoartritico. A Nova
avaliacdo histologica foi desenvolvida conforme as necessidades descrita na literatura e baseou-

se nos pontos positivos das ferramentas existentes.

5. CONCLUSAO

Em conclusdo, desenvolvemos e validamos uma avaliacdo histoldgica de OA de joelho de
ratos que pode ser usado por pesquisadores experientes e inexperientes. O uso de avaliacOes
histol6gicas bem validadas podem tornar a analise de resultados histoldgicos de estudos mais
objetiva e menos tendenciosa. Além disso, elas permitem analises padronizadas de pesquisa basica

e translacional e podem aumentar a eficiéncia da pesquisa neste campo.

LIMITACOES DO ESTUDO

A maior limitacdo do estudo foi ndo conseguir abordar de forma integra o complexo
articular e ndo ter feito mais avaliag0es, uma vez que nosso estudo focou apenas em avalia¢Ges
histoldgicas. Portanto, para futuros estudos da area, orienta-se avangar nas avaliaces e também

nos demais tecidos do complexo articular, afetados pelas OA.
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Os autores desejam declarar que ndo houve interesse concorrente neste estudo.



21

FINANCIAMENTO

N&o houve financiamento por nenhum 6rgéo financiador de pesquisa.

AGRADECIMENTOS
Agradeco a professora Keika Inouye pela atencéo e colaboracdo e ao Programa de Pos
Graduacdo em Gerontologia da UFSCar.

REFERENCIAS

BLAND J.M., ALTMAN D.G. Statistical methods for assessing agreement between two
methods of clinical measurement. Lancet. 10. p. 327-307. 1986.

DALY LE, BOURKE GJ. Interpretation and use of medical statistics. Oxford: Blackwell
Science Ltd. 2000.

GALOIS L, et al. Dose-response relationship for exercise on severity of experimental
osteoarthritis in rats: a pilot study. Osteoarthritis and Cartilage. 12. p. 34-39. 2004.

GERWIN, N., et al. The OARSI histopathology initiative e recommendations for histological
assessments of osteoarthritis in the rat. Osteoarthritis and Cartilage, v.18, p. S24-S34, 2010.

GLYN-JONES, S.; et al. Osteoarthritis. Lancet. 386. p. 376-87, 2015.

HAYAMI, T., et al. Characterization of articular cartilage and subchondral boné changes in the
rat anterior cruciate ligament transection and meniscectomized models of osteoarthritis. Bone.
v.38, p. 234-243, 2006.

KOO T.K,, LI. M.Y. A Guideline of Selecting and Reporting Intraclass Correlation Coefficients
for Reliability Research. Journal of Chiropractic Medicine. 15. p. 155-163. 2016.

LEE, Y.J. Evaluation of osteoarthritis induced by treadmill-running exercise using the
modiWed Mankin and the new OARSI assessment system. Rheumatol Int. 31. p. 1571-1576.
2011.


javascript:abreDetalhe('K4730488D9','Keika_Inouye',531258,)

22

MANKIN, H.J; DOFMAN, H.; LIPPIELLO, L.; ZARINS, A. Biochemical and metabolic
abnormalities in articular cartilage from osteoathritic human hips. Il. Correlation of morphology
with biochemical and metabolic data. J Bone Joint Surg Am. v.53, p.523-37. 1971.

MIOT H.A. Calculo amostral. J Vasc Bras. Vol. 10, n. 4. 2011.

OSTERGAARD K, et al. Histologic/histochemical grading system for osteoarthritic articular
cartilage e reproducibility and validity. Arthritis Rheum. 40(10), p. 1766 a 71. 1997.

OSTERGAARD K, et al. Validity of histopathological grading of articular cartilage from
osteoarthritic knee joints. Ann Rheum Dis. 58(4). p. 208e13. 1999.

PEARSON R.G, et al. Histopathology grading systems for characterisation of human knee
osteoarthritis e reproducibility, variability, reliability, correlation, and validity. Osteoarthritis
and Cartilage 19. p. 324-331. 2011.

PEREIRA, D., RAMOS, E. BRANCO, J. Osteoarthritis. Acta Médica Portuguesa. v.2,.n.1,
p.99-106, 2015.

PETERFY, MD, et al. MRI protocols for whole-organ assessment of the knee in osteoarthritis.
Osteoarthritis and Cartilage. 14, A95-A111, 2006.

PRITZKER, K. P. H., et al. Osteoarthritis cartilage histopathology: grading and staging.
Osteoarthritis and Cartilage. 14, p. 13-29. 2006.

YASSIN, N. Z., et al. Effect of a topical copper indomethacin gel on inflammatory parameters

in a rat model of osteoarthritis. Drug design, development and therapy, v. 9, p. 1491, 2015.



Anexo |

FASE DE TESTE



TECIDO PONTUACAO CARACTERISTICAS DE DEGENERACAO

Nova

- ~ 0 Nenhuma alteracao
/ \Val I agao 1 Superficie intacta, com fibrilac6es, hipercelularidade e hipertrofia de condrécitos.
CARTILAGEM
Fissuras na camada superficial e/ou média, formacdo de clones de condrdcitos, desorganizacao das colunas de
ARTICULAR 2 condrécito.
3 Fissuras na camada profunda, hipocelularidade, reducéo intensa da coloracdo da matriz e tidemark fragmentada;
0 Nenhuma alteracéo
0SSO 1 Proliferacdo celular e o aumento das células mesenquimais da medula
SUBCONDRAL 2 Aumento da matriz dssea
3 Total desorganizacdo/Colapso na epifise
0 Nenhuma alteracéo
1 Marginais ou em formacdo (<199u)
OSTEOFITO o
2 Ostedfitos pequenos (200-299)
3 Osteofitos grandes (>300u)
0 Nenhuma alteracao
1 Aumento do namero de linha/camadas de células de revestimento ou proliferacdo de tecido subsinovial;
MEMBRANA

Aumento do nimero de camadas de células de revestimento e proliferacdo de tecido subsinovial ou vilosidades
SINOVIAL sinoviais.

Aumento do nimero de camadas de células de revestimento, proliferacdo de tecido subsinovial, vilosidades sinoviais e
aumento do numero de células inflamatdrias.




Complexo articular

2000 pm

llustragdo do complexo articular sauddvel. A imagem demonstra como os avaliadores seréo inicialmente
capacitados para as avaliagbes. Os quatros tecidos séo sinalizados para facilitar sua localizagGo. Observa-se
que nesta figura o osteofito ndo existe, portanto a seta apenas demonstra a sua possivel localizagdo.



1 — CARTILAGEM
ARTICULAR

llustracdo da cartilagem articular. Figura A, representa grau 1 - superficie com fibrilacées (irreqularidade), hipercelularidade
dirigindo para superficie, em uma tentativa de reparo. Figura B, grau 2 - fissura na superficie (seta vermelha), formacéo de
clones de condrdcitos (seta azul). E figura C, grau 3 - fissuras na camada profunda (seta vermelha), hipocelularidade, ou seja,
diminuicGo e morte celular (seta preta) e tidemark fragmentada (seta azul).



1 — CARTILAGEM

ARTICULAR
Avaliacao Pontuacao
Nenhuma alteracao 0
Superficie intacta, com fibrilacdes, hipercelularidade 1
e hipertrofia de condrocitos.
Fissuras na camada superficial e/ou média,
formacao de clones de condradcitos, reducao da 5

coloracao da matriz, desorganizacao das colunas de
condrocito.

Fissuras na camada profunda, hipocelularidade,
reducao intensa da coloracao da matriz tidemark 3
fragmentada;




2 — 0SSO
SUBCONDRAL

Imagem ilustrando a degeneragao do 0sso subcondral. Flgura A, grau 1, representa o aumento da celulas mesenquimais
da medula (proliferagdo celular - circulo), figura B, grau 2 - aumento da matriz ossea e figura C, grau 3 - colapso na epifise,
evidenciado na imagem aumentada.



2 — 0SSO
SUBCONDRAL

Avaliacao Pontuacao
Nenhuma alteracao 0
Proliferacao celular e o aumento das células 1
mesenquimais da medula
Aumento da matriz 6ssea 2
Colapso na epifise (ponta do 0ss0) 3




3 — OSTEOFITO

\\\\\\

llustracdo do ostedfito. Figura A, grau 1, ostedfito em formacgdo (<199u), figura B, grau 2, osteofitos pequenos (200-299u) e
figura C, grau 3, Ostedfitos grandes (>300u). (Observacdo: realizar a maior medida do ostedfito que encontrar).




3 — OSTEOFITO

Avaliacao Pontuacao

Nenhuma alteracao 0
Marginais ou em formacao (<199u) 1
Ostedfitos pequenos (200-299) 2
Osteodfitos grandes (>300p) 3




4 — MEMBRANA
SINOVIAL

llustracdo da membrana sinovial. Figura A, grau 1, aumento no numero de células (seta preta), figura B, grau 2, aumento da
tecido subsinovial (reta) e presenca de vilosidade e ultima, figura C, grau 3, infiltracéo de células inflamatdrias (seta).



4 — MEMBRANA
SINOVIAL

Avaliacao Pontuacao

Sem alteracao 0

Aumento do numero de camadas de
células de revestimento ou proliferacao 1
de tecido subsinovial;

Aumento do numero de camadas de
células de revestimento, proliferacao de
tecido subsinovial ou vilosidades

sinoviais
Aumento do numero de camadas de
células de revestimento e proliferacao de
tecido subsinovial, vilosidades sinoviais e 3
aumento do numero de células
inflamatorias




Anexo ||

TREINAMENTO
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Anexo Il

Tecido

Caracteristicas de degeneracao

10

11

12

13

14

Cartilagem
articular

FibrilacOes

hipercelularidade

Hipertrofia de condrocitos

Fissuras na camada superficial e/ou média

Formagao de clones de condrocitos

Desorganizagdo das colunas de condrocito

Fissuras na camada profunda

hipocelularidade

Redugdo intensa da coloragdo da matriz

tidemark fragmentada

Osso subcondral

Proliferacdo celular

Aumento das células mesenquimais da medula

Aumento da matriz 6ssea

Total desorganizacao/Colapso na epifise

Osteofito
Aumento do numero de linha/camadas de
células de revestimento
Membrana Proliferagdo de tecido subsinovial;
sinovial

Vilosidades sinoviais.

Células inflamatorias.




