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RESUMO

FRANCO, R.N. Biomarcadores do metabolismo da cartilagem e sua relacao com as
alteracoes morfologicas, inflamatérias e funcionais: um estudo sobre a lesdo condral
secundaria em joelhos humanos. 2011. 107 f. Tese (Doutorado em Fisioterapia) — Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saidde, Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Carlos, 2011.

A osteoartrite (OA), doenga articular degenerativa, ¢ uma das causas mais freqiientes de dor do
sistema musculo-esquelético e de incapacidade para o trabalho no Brasil ¢ no mundo. E uma
doenca cronica, multifatorial, que leva a uma incapacidade funcional progressiva. Pode surgir
em decorréncia de lesdes em estruturas como ligamento cruzado anterior e/ou meniscos (OA
poOs-traumdtica), e neste caso, pode afetar individuos em qualquer faixa etaria. O
desenvolvimento da osteoartrite inclui mdltiplas mudangas na matriz extracelular da cartilagem,
o que altera a configuracio morfoldgica normal da articulagdo envolvida, levando a um
desequilibrio entre a sintese e degradacdo dos produtos desta matriz. Apesar da OA ndo ser
considerada primordialmente como uma doenca inflamatéria, a inflamagdo articular tem
demonstrado um potencial amplificador do processo degenerativo. Sendo assim, o objetivo deste
trabalho foi analisar potenciais marcadores bioldgicos no soro e no liquido sinovial, e em
seguida correlaciond-los uns com os outros e com as alteragdes morfoldgicas, inflamatdrias e
funcionais encontradas em sujeitos com les@o cronica do ligamento cruzado anterior (LCA).
Para este estudo foram utilizadas técnicas de: zimografia, para verificar a atividade das
metalopeptidases 2 e 9 (MMP-2 e MMP-9); Ensaio imunoenzimético (ELISA), para constatar a
presenga das citocinas sistémicas e locais; contagem manual de células inflamatdrias
(mononucleares e polimorfonucleares) por microscopia Optica e espectrofotometria para a
andlise dos glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs). Os resultados apontaram para uma
inflamacdo articular e sist€mica na lesdo cronica do LCA, pela detec¢do de citocinas sistémicas
e locais, pela atividade das MMP-9 e pelo influxo de neutréfilos. Houve interacdes entre
citocinas sistémicas e locais, nas quais nem sempre uma citocina exerce a mesma funcao no soro
e no liquido sinovial. As interleucinas (IL) ligadas a degradacdo da cartilagem na lesdo cronica
do LCA foram IL-12, IL-6 e IL-8 e as ligadas a dor e a perda de func¢io foram IL-6 e IL-8. Em
contrapartida, a MMP-2 apresentou correlacdo negativa com os danos na cartilagem. Conclui-se
que, as moléculas estudadas apresentam potencial como biomarcadores, sendo suas alteragdes
sugestivas de lesdo e degradacdo da cartilagem. E ainda, que apds o evento traumético
responsdvel pelo rompimento do LCA, o ambiente permanece inflamado cronicamente e que
esta inflamacdo € crucial para o alto indice de OA pds-traumatica.

Palavras-chaves: osteoartrite = pés-traumdtica, lesdo condral, citocinas, células
polimorfonucleares e mononucleares, glicosaminoglicanos, metalopeptidases.



ABSTRACT

FRANCO, R.N. Biomarkers of cartilage metabolism and its relationship with
morphological, inflammatory and functional changes: a study of secondary
chondral injury in human knees. 2011. 107 . Tese (Doutorado em Fisioterapia) — Centro de
Ciéncias Bioldgicas e da Saidde, Universidade Federal de Sao Carlos, Sao Carlos, 2011.

Osteoarthritis (OA), a degenerative joint disease, is one of the most frequent causes of pain in
the musculoskeletal system and of the inability to work in Brazil and the world. It is a multi-
factor, chronic disease, leading to progressive functional inability. It can arise as a result of
injuries to structures such as the anterior crossed ligament and/or meniscus (post-traumatic
OA), which, in this case, can affect individuals in any age range. The development of
osteoarthritis includes multiple changes in the extracellular cartilage matrix, altering the
normal morphological configuration of the joint involved, leading to a lack of equilibrium
between the synthesis and degradation of products in this matrix. Although OA is not
considered primordially as an inflammatory disease, inflammation of the joint has been shown
to be a potential amplifier of the degenerative process. Thus the objective of the present study
was to analyze potential biological markers in the serum and synovial fluid, and then correlate
them with one another and with the morphological, inflammatory and functional alterations
found in individuals with chronic injury of the anterior crossed ligament (ACL). The
following techniques were used in the study: zymography, to determine the activity of the
metallopeptidases 2 and 9 (MMP-2 and MMP-9); an immune-enzymatic assay (ELISA) to
determine the presence of systemic and local cytokines; and a manual count of inflammatory
cells (mononuclear and polymorphonuclear) by optical microscopy and spectrophotometry, in
order to analyze for sulfated glycosaminoglycans (GAGs). The results indicated joint and
systemic inflammation in chronic injury of the ACL by the detection of systemic and local
cytokines, by the activity of MMP-9 and by the inflow of neutrophils. There were interactions
between systemic and local cytokines, in which a cytokine did not always exert the same
function in the serum as in the synovial fluid. The interleucines (IL) connected to degradation
of the cartilage in chronic injury of the ACL were 1L-12, IL-6 and IL-8, and those connected
to pain and loss of function were IL-6 and IL-9. In counterpart, MMP-2 showed a negative
correlation with the damage to the cartilage. It was concluded that the molecules studied had
potential as biomarkers, since alterations were suggestive of injury and degradation of the
cartilage. In addition, after the traumatic event resulting in rupture of the ACL, the ambient
remained chronically inflamed and this inflammation was crucial for the high index of post-
traumatic OA.

Keywords:  post-traumatic  osteoarthritis,  chondral  injury,  cytokines,
polymorphonuclear and mononuclear cells, glycosaminoglycans, metallopeptidases.
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1. CONTEXTUALIZACAO

A Osteoartrite (OA) é a forma mais comum de artrite das articulagdes sinoviais,
acomete mais de 80% da populacio de idosos, sendo a doenga mais prevalente entre
individuos com mais de 65 anos de idade (FELICE et al., 2002). A Organiza¢do Mundial de
Satde definiu a OA como a 8* causa de morbidade mundial em 2000 (FRENCH et al., 2009).

A lesdo do ligamento cruzado anterior (LCA) demonstrou ser o maior fator de risco
para o desenvolvimento da OA, com 50% de chance de o individuo vir a desenvolver OA
sintomética 10 a 20 anos apds o reparo da lesdo (CATTERALL et al., 2010). Esta doenga
progride em um padrdo que inclui dor articular, perda de forca, incapacidade para marcha e
reducdo da aptiddo fisica (FRANSEN, 2003). A incapacidade resultante reduz a qualidade de
vida e aumenta riscos de morbidade e mortalidade (JORDAN, 2003). Apesar deste quadro, os
tratamentos clinicos existentes ainda sdo sintomdticos e paliativos, enquanto que o
diagndstico comumente € realizado quando a lesdo condral ja estd evoluida (LOHMANDER,
1994).

As estatisticas brasileiras apontam que 40% das consultas e 7,5% dos casos de
afastamento do trabalho, incluindo a aposentadoria por invalidez do INSS, sdo devidas ao
diagnéstico de OA. Assim, considerando o tratamento, os efeitos colaterais, as perdas
funcionais e a perda da produtividade do individuo, a OA € uma das doengas mais caras e
limitantes, despertando um grande interesse médico-social (FELICE et al., 2002).

A OA pode ser descrita como primdria ou idiopatica, quando ndo hd uma causa
aparente, ou secunddria, quando hd um fator predisponente, como, por exemplo, lesdes no
ligamento cruzado anterior e/ou meniscos e/ou lesdo osteocondral, que sdo comuns em
traumas na atividade fisica e desportiva. Neste caso, a progressdo da doencga, tem se mostrado
mais rdpida, podendo afetar individuos jovens, adultos e idosos. (FELSON; ZHANG, 1998).

Ha um crescente interesse na definicdo do papel da inflamag¢do na OA e na relacdo
desta inflamac¢@o com a perda da cartilagem, o que poderia auxiliar no diagndstico precoce e
na evolugdo dos tratamentos para a doenca. Como a OA resulta de eventos bioldgicos e
mecanicos cumulativos que induzem a um desequilibrio entre sintese e degradacdo dos
tecidos articulares (ADAMAPOULOS et al., 2006), surgiu a idéia de se identificar as
alteracdes na cartilagem por meio dos biomarcadores, ou seja, moléculas da matriz

cartilaginosa, proteases ou citocinas envolvidas na perda gradual da cartilagem articular, por
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apresentarem um grande potencial de mensuracdo dos processos patogé€nicos envolvidos no
desencadear da doenca.

Recentemente, Bauer et al. (2006) propuseram uma classificagio para os
biomarcadores na osteoartrite, denominada BIPED (Burden of Disease, Investigative,
Prognostic, Efficacy of Intervention and Diagnostic), que procura classificar  os
biomarcadores nos seguintes critérios: a) Marcadores de diagndstico: identificam a doenga
pela sua presenca; b) Marcadores de gravidade da doenca: avaliam a gravidade ou extensao da
doenca; c) Marcadores de prognéstico: prevéem o aparecimento da OA ou a progressdao da
doenca; d) Marcador de eficdcia de intervencdo: fornecem informacdes sobre a eficdcia de
tratamentos e intervencdes; €) Marcadores investigativos: nio se encaixam nas categorias
acima, porém podem trazer informacdes importantes para futuras pesquisas.

Neste estudo transversal ou cross-sectional, o foco € a lesdo condral secunddria ao
rompimento do ligamento cruzado anterior, quadro precursor do desenvolvimento da OA pés-
traumadtica. Sendo assim, pela classificagdo BIPED, os biomarcadores avaliados no presente
estudo poderiam se enquadrar em marcadores de diagndstico, marcadores de gravidade da

doenca ou marcadores investigativos.
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2. INTRODUCAO

A lesdo do ligamento cruzado anterior (LCA) traz diversas conseqiiéncias a
articulacdo, como o comprometimento da estabilidade estatica. Conseqilentemente, ocorre
uma deficiéncia na funcdo motora do joelho, desencadeando sobrecargas na articulagédo e
micro lesdes na cartilagem articular, que posteriormente levam ao aparecimento da OA.
Entretanto, o mecanismo responsavel pela degeneragdo da cartilagem apds a ruptura do LCA
ainda é pouco entendido. A instabilidade mecanica ndo € o tunico fator responsavel na
fisiopatologia da OA pds traumdtica, que envolve vdrios processos bioquimicos e
microscopicos dentro do ambiente articular e do tecido cartilaginoso (TIDERIUS et al., 2005).

A integridade condral é dependente da complexa rede de coldgeno tipo II,
proteoglicanos e proteinas acessdrias. A rede de coldgeno apresenta uma atividade metabdlica
relativamente inerte, visto que outros constituintes, como o agregado de proteoglicanos,
submetem-se a um distinto processo de tfurnover, no qual a quebra metabdlica e a remogao de
moléculas da matriz extracelular (MEC) estdo equilibradas com a sintese e deposi¢do de
novas moléculas. As mudangas moleculares ocorridas sdo conseqiiéncias de eventos de
sintese e degradacdo, regulados por muitos fatores celulares e extracelulares. Entretanto, no
inicio e decorrer de afeccdes articulares degenerativas, como a OA, este equilibrio metabdlico
¢ interrompido, com o aumento do catabolismo e prejuizo da sintese de componentes da MEC
(DALHBERG et al., 1994; MORELAND, 2003), conforme mostra a figura 1.

A MEC ¢ formada por agregados de proteoglicanos entrelacados em fibrilas de
coldgeno (figura 2). O proteoglicano € formado por um nicleo protéico central e possui
glicosaminoglicanos sulfatados (sulfato de condroitina e queratan sulfato) ligados a esse
nicleo. Esses proteoglicanos podem ser encontrados como mondmeros e também na forma de
agregados. O agregado de proteoglicanos € composto de uma cadeia de acido hialurénico
central (GAG ndo sulfatado) com miltiplos mondmeros de proteoglicano ligados a ele
(VANWANSEELE; LUCCHINETTI; STUSSI, 2002).0s glicosaminoglicanos (GAGs), t€ém

sido estudados por serem indicadores do furnover da cartilagem (ELSAID et al., 2008).
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Extraido de: Moreland, 2003.
Figura 1. Fatores que contribuem para a sintese e a degradacdo da cartilagem. Enquanto no
tecido normal estes fatores estdo em equilibrio, na osteoartrite (OA) hd um predominio da

degradagio (MORELAND, 2003).
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Extraido de: Moreland, 2003
Figura 2. Desenho esquemadtico da matriz extracelular da cartilagem.

A principal célula do tecido cartilaginoso é o condrécito, que € responsdvel pela
producdo da MEC e de seus componentes. Os condrécitos também sao capazes de sintetizar
uma variedade de enzimas proteoliticas, entre elas as metalopeptidases (MMPs), que também
podem ser secretadas por células inflamatérias. O aumento da atividade proteolitica é

apontado como a causa primdria da destruicdo patoldgica da cartilagem na OA (MARINI et
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al., 2003), porém também desenvolvem um papel importante durante os processos
inflamatdrios na tentativa de combater a lesdo e manter a homeostasia do tecido (OKADA,
2000). Em condi¢des normais as MMPs estdo presentes em niveis baixos, geralmente na
forma latente, podendo ser ativadas por citocinas. A atividade destas proteases pode ser
regulada por enzimas inibidoras teciduais de metalopeptidases (TIMPs) (MAKOWSKI,
RAMSEY, 1998; OKADA, 2000; YOSHIHARA et al., 2000; MARQUETTI et al., 2008).

Apesar da OA ser preferencialmente definida como uma doenca cronica e
degenerativa a uma doenga inflamatdria, a existéncia e relevancia de mudangas inflamatdrias
na membrana sinovial t€m sido demonstradas e estudadas por varios autores (MARINI et al,
2003; GOLDRING , 2000).

Iniciada a degradacdo da cartilagem, as células sinoviais e inflamatoérias fagocitam os
produtos da quebra do tecido liberados no liquido sinovial e secretam citocinas pro-
inflamatdrias, como a interleucina (IL) 1, a IL-6 e o fator de necrose tumoral o (TNF-o),
envolvidos no desenvolvimento da OA (STANNUS et al., 2010; VALDES et al., 2010;
GOEKOQOP et al., 2010; ADAMAPOULOS et al., 2006; AMIN; ABRAMSON, 1998). Estas
citocinas sdo responsdveis pelo aumento nos niveis de prostaglandinas e de 6xido nitrico
(NO), descritos como mediadores da inflamagdo e destrui¢ao da cartilagem (BENITO et al.,
2005; FIORITO et al., 2005; BRENNER et al., 2003). A presenca desses componentes no
liquido articular estimula as atividades proteoliticas das células inflamatdrias, o que resulta
em maior liberacdo de fragmentos da cartilagem (proteoglicanos e glicosaminoglicanos) no
liquido sinovial. Estes fragmentos presentes no liquido podem ser potencialmente agravantes
do quadro de OA, ja que, segundo trabalhos de Moore et al. (1989, 1993), existe uma relagio
quimiotdtica entre os glicosaminoglicanos e as células PMN. Todo este processo contribui
para a formag@o de um ciclo que pode perpetuar o processo osteoartritico e ser importante na
progressdo da doenca (FRANCO et al., 2008; AMIN; ABRAMSON, 1998).

Na lesdo cartilaginosa, a rede de coldgenos perde sua integridade e estas
macromoléculas sdo quebradas, liberando seus fragmentos para o liquido sinovial. Estas
variagdes na composi¢do celular e humoral do liquido sinovial refletem as mudancas nos
tecidos sinoviais, dos quais o fluido é uma continuidade, e as concentra¢des dos produtos
metabdlicos refletem os mecanismos de sintese e degradagdo dos componentes dos tecidos
articulares, inclusive da cartilagem articular (FRISBIE et al., 2008; ADAMAPOULOS et al.,
2006). Portanto, a andlise deste liquido pode ser um método precoce e confidvel de

diagnostico desta doenca (RORVIK; GRONDAL, 1995).
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Apesar das pesquisas, clinicamente, os diagndsticos e tratamentos ainda ndo englobam
as descobertas descritas acima. Normalmente, o diagnéstico s6 € realizado quando o paciente
apresenta dor, disfuncdo, efusdo e diminui¢do do espago articular, porém quando isto ocorre a
lesdo condral j4 esta evoluida (LOHMANDER, 1994). Do mesmo modo, as terapias atuais da
OA sdo sintomdticas e visam impedir a progressdo da doenga, porém, com pouco sucesso.
Para o avango nas propostas de tratamento da OA € necessdrio maior conhecimento do
mecanismo patogénico da doenga, principalmente antes que ocorra a instalagdo do ciclo
cronico de degradagdo da cartilagem (PAGURA et al., 2005).

Até o momento, o liquido sinovial é considerado o melhor fluido para analisar os
eventos bioquimicos articulares (FRISBIE et al., 2008; ADAMAPOULOS et al., 2006) e sua
coleta também € o procedimento local menos invasivo, porém € limitada pela dificuldade da
puncdo e pela quantidade de liquido ser pequena em articulagcdes sem edema. Por este motivo
outros fluidos corporais vem sendo estudados, entre eles o plasma sanguineo, ji que as
alteracdes osteoartriticas envolvem um processo dindmico de todos os elementos que
compdem a articulagdo, tais como cartilagem, membrana sinovial, osso subcondral,
ligamentos e musculo periarticular (FRISBIE et al., 2008; PAGURA et al., 2005). No
entanto, poucos estudos investigaram possiveis correlacdes sistémicas e locais de
biomarcadores. Sendo assim, a andlise de liquido sinovial e plasma sanguineo de um mesmo
individuo é de grande importancia, assim como um melhor conhecimento patogénico local.

Enfim, a associagdo das informacdes fornecidas pela avaliacdo morfoldgica da
cartilagem, feita durante a artroscopia, com a andlise das citocinas, do turnover e da acdo
proteolitica sobre a cartilagem articular, podem levar a um quadro mais fidedigno dos
processos envolvidos no desenvolvimento e progressio da OA. O conhecimento do
mecanismo patogénico e a associacdo com biomarcadores sist€émicos podem alterar o
tratamento paliativo atual para um tratamento preventivo e curativo, em que a atuagdo clinica

ocorra antes das alteracdes instaladas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL:

Analisar potenciais marcadores bioldgicos no soro e no liquido sinovial, e em seguida
correlaciond-los uns com os outros e com as alteragdes morfoldgicas, inflamatdrias e

funcionais encontradas em sujeitos com lesdo cronica do LCA.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Analisar e correlacionar a concentragdo de citocinas sistémicas e locais em lesdes
condrais de diferentes graus apds o rompimento cronico do LCA em joelhos humanos.

e Verificar a relagdio entre as gelatinases e a presenca da IL-12 e IL-10 na inflamacio
articular cronica de sujeitos com ruptura do LCA em diferentes estdgios de lesdao
condral.

e Verificar a relacdo da dor e da funcdo com a atividade proteolitica e inflamatéria na

degradacdo da cartilagem em individuos com lesao crénica do LCA.
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4. MANUSCRITO 1

Franco RN, Ribeiro DBLF, Battistella M, Medeiros Al, Cohen M, Mattiello SM. A progressdo
de lesoes condrais em joelhos com ruptura do ligamento cruzado anterior e a producdo de

citocinas sistémicas e locais.
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Resumo

Objetivo: analisar e correlacionar a concentra¢do de citocinas sistémicas e locais em lesdes
condrais de diferentes graus ap6s o rompimento cronico do Ligamento cruzado anterior
(LCA). Métodos: o estudo incluiu 92 sujeitos de ambos os sexos, sendo 77 do sexo
masculino ¢ 15 do sexo feminino com média de idade de 32 + 9.52 que apresentaram lesao
cronica do ligamento cruzado anterior. Os sujeitos foram divididos em grupos pelo grau de
lesdo condral: GC (grupo controle), grupo grau 0, grupo grau 1- 2 e grupo grau 3—4. As
citocinas foram quantificadas no soro e liquido sinovial empregando o método de ELISA. Foi
aplicado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis e de correlagio de Spearman.
Resultados: ha diferengas na concentra¢do de citocinas sistémicas e locais nos grupos
estudados e a agdo das citocinas ¢ diferente no soro e no liquido sinovial. A producao de IL-6,
IL-8 e IL-12 local estad relacionada a degeneragdo da cartilagem, ao contrario do TGF-f. O
efeito das diferentes citocinas garante a permanéncia da inflamag¢do ao longo do tempo,
mesmo nas lesdes cronicas. Conclusdo: A interagdo entre as citocinas sistémicas e locais
apontou que um aumento da IL-8 e da IL-1p no soro podem estar relacionados ao aumento da
IL-8 no liquido. E ainda, que a IL-6, IL-8 e a IL-12, presentes no liquido, estdo ligadas a
degradagdo da cartilagem e correlacionam-se entre si, podendo agir de forma sinérgica no
ambiente articular, porém, a IL-12 no soro apresenta uma agao diferente, na qual a queda na

concentragdo sistémica desta citocina sugere lesdes condrais e do LCA.

Palavras chave: citocinas; ligamento cruzado anterior; lesdo condral; osteoartrite secundaria.
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4.1. Introducao

A lesdo do ligamento cruzado anterior (LCA) € um importante fator de risco para o
desenvolvimento da Osteoartrite (OA) pds-traumatica, contudo os mecanismos envolvidos na
patogénese desta doenca ainda necessitam de investigacdo (Elsaid et al., 2008). Na OA, a
alteracdo patoldgica mais importante € a degeneracio da cartilagem, que tem sido relacionada
a uma produc¢do abundante de citocinas na articulagdo lesada, (Gobizie et al., 2007).

As citocinas s@o glicoproteinas soliiveis de baixo peso molecular que sdo reguladoras
de reagdes inflamatdrias e imunes. Elas sdo responsdveis por processos anabdlicos e
catabdlicos que envolvem a integridade da cartilagem articular (Goekoop et al., 2010;
Goldring, Goldring, 2004; Oliveira, 2007). Mastdcitos e células inflamatérias secretam
citocinas e estas estimulam a atividade proteolitica, aumentam os niveis de prostaglandinas e
oxido nitrico (NO), que sdo mediadores da inflamacdo e destruicdo da cartilagem (VALDES
et al., 2010; GOEKOOP et al., 2010; BRENNER et al, 2003).

As citocinas pré-inflamatorias, principalmente a interleucina (IL) 1 e o fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a,) exercem um papel de destaque na destruicio da cartilagem e no
desenvolvimento da OA (Goekoop et al., 2010; Schuerwegh et al., 2003). No entanto, a [L-8 e
a IL-6 também estio associadas a degradagdo da cartilagem, incapacidade funcional e doencas
degenerativas articulares, como a OA (Valdes et al., 2010; Sakao et al., 2009; Oliveira ,
2007). Ainda € possivel encontrar na literatura outras citocinas com potenciais biomarcadores,
como € o caso do fator f de transformacéo de crescimento (TGF-3), porém suas a¢cdes na OA
ndo estdo bem esclarecidas.

Alguns trabalhos avaliaram a presenca de citocinas ap6s a lesdo do LCA, analisando
marcadores no soro (Catterall et al., 2010) ou no liquido sinovial (Cuellar et al., 2010;
Catterall et al., 2010; Elsaid et al., 2008; Marks, Donaldson, 2005; Irie, Uchiyama, Iwaso,
2003) em casos cronicos e agudos, porém, estudos comparando as citocinas sistémicas e
locais concomitantemente ainda sdo escassos na literatura, bem como estudos que avaliem as
alteracdes condrais precoces decorrentes da ruptura do LCA e as citocinas envolvidas nos
diferentes estdgios da lesdo condral.

Desta forma, o objetivo deste trabalho foi analisar e correlacionar a concentracio de
citocinas sist€micas e locais em lesdes condrais de diferentes graus apds o rompimento

cronico do LCA em joelhos humanos.
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4.2. Materiais e método

4.2.1. Sujeitos

179 sujeitos de ambos os sexos foram avaliados para este estudo. Sessenta e cinco
sujeitos foram excluidos por apresentarem: alteragdes sistémicas cardio-respiratdrias e/ou
reumadticas, presenca de sangue na amostra de liquido sinovial, realizacdo de infiltracdes
articulares e limitagdes na amplitude de movimento de 0 a 90 graus.

Assim, de acordo com os critérios aplicados, o estudo incluiu 92 sujeitos de ambos os
sexos, sendo 77 do sexo masculino € 15 do sexo feminino com média de idade de 32 £ 9.52
anos. Entre os sujeitos analisados, 20 eram sauddveis (controle) e 72 apresentaram lesdo
cronica do ligamento cruzado anterior (tempo de lesdo de 34.6 + 51.3 meses), associado ou
ndo a lesdo meniscal, que foram distribuidos em grupos pelo grau de lesdo condral, de acordo
com o ICRS (Internacional Cartilage Repair Society, 2000):

- GC — grupo controle: sem qualquer histéria de doenga, lesdo, trauma, cirurgia, dor no
ultimo més ou fratura de membro inferior, bem como exames normais da articulacdo do
joelho (n= 20). O membro inferior avaliado foi o membro dominante.

- GO — grupo grau 0- cartilagem normal (n= 26).

- G1-2 - grupo grau 1 e 2 - fibrilagdo, irregularidades e fissuras de superficie com
profundidade < que 50% da cartilagem (n= 17).

- G3-4 — grupo grau 3 e 4 - irregularidades e fissuras com profundidade > que 50% da
cartilagem até o osso subcondral (n= 29).

A pontuagdo do grau de destrui¢d@o tecidual foi definida utilizando o pardmetro “Score
maximo”, representado pelo maior grau de lesdo da cartilagem (escala de 0 a 4) encontrado
em qualquer uma das regides dos condilos femoral, tibial, patela e troclea.

As caracteristicas antropométricas dos grupos sdo apresentadas na tabela 1. Os sujeitos
realizaram exames clinicos e de imagem e tiveram indicacdo cirdrgica via artroscépica para
reparo da estrutura lesada. Nenhum voluntério fez uso de anti-inflamatérios (AINEs) nas 3
semanas anteriores da punc¢ao de liquido sinovial.

Os voluntdrios foram esclarecidos quanto as razdes do estudo, seus objetivos e
procedimentos e assinaram um termo de consentimento como requerido pela Resolugdo
196/96 do National Health Committee. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Sdo Carlos, registrado no Conselho Nacional de Saide — Protocolo

n° 297/2008.
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Tabela 1. Caracteristicas antropométricas dos sujeitos.

GC GO G1-2 G3-4
(n=20) (n=26) (n=17) (n=29)
Idade (anos) 28.2+84 30.3+£10.1 34172 35+9.8
IMC (Kg/m®)  23.7+3.8 244 +£3.1 26.1 £3.7 26.9+43
Peso (Kg) 67.8+162 752+10.3 80+ 14 83.6 £15.6
Altura (m) 1.67+0.09 1.75+£0.07 1.74+0.07 1.76 £0.06
IMC- indice de massa corpérea.

4.2.2. Coleta do sangue e do Liquido Sinovial

O sangue foi coletado por procedimento padrdo, sendo colhidos 4 ml da fossa
antecubital. A amostra foi conservada em geladeira para posterior andlise.

A puncio do liquido sinovial do joelho lesado foi realizada sob anestesia, previamente
as cirurgias. A agulha foi inserida na regido suprapatelar lateral do joelho para coleta do
liquido da bolsa subquadriciptal. A coleta do grupo controle foi feita de maneira semelhante,
porém néo houve intervencao cirtrgica posterior, sendo realizada a limpeza e assepsia da face
antero-lateral, seguida de anestesia local com 0.5 ml de xilocaina a 1%, sem vasoconstritor.
Todos os fluidos foram quantificados em relacdo ao seu volume puro e armazenados em

ependorfes a -80°C em freezer (Forma Scientific) para posterior processamento e andlise.

4.2.3. Detecgdo de citocinas do soro e liquido sinovial

O sangue ap0s coleta ficou em repouso na geladeira por 4 horas. A seguir, foi
centrifugado a 1500g por 10 min e o sobrenadante foi congelado a —80°C.

O liquido sinovial foi centrifugado a 1700 g por 10 minutos, retirado o sobrenadante e
também congelado a —80°C.

Ap6s descongelamento, as citocinas foram quantificadas no soro e liquido sinovial de
acordo com instrucdes do fabricante empregando o método de ELISA “sandwich”. As
citocinas TNF-a, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TGF- (BD Biosciences) foram detectadas
empregando anticorpos de captura, citocinas-padrdao e anticorpos associados a biotina e
amplificados com avidina-peroxidase. Como substrato foi utilizado TMB e a reacdo foi
bloqueada adicionando 4cido sulfdrico (1 M de H,SO4) aos pogos. As absorbincias das

amostras foram avaliadas em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 450 nm.
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4.2.4. Analises Estatisticas

Aplicaram-se testes de normalidade e homogeneidade para as varidveis do estudo,
sendo indicados testes ndo paramétricos para andlise dos dados. Foi aplicado o teste ndo
paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de comparacdes multiplas quando indicado (Prisma
Statistica 5). O teste de correlacdo de Spearman (Statistica for Windows version 7) foi feito
entre citocinas sist€micas, locais e entre as varidveis IMC, idade, tempo e grau de les@o. Para

todas as andlises estatisticas foi utilizado o nivel de significincia de 5% (p<0.05).
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4.3. Resultados

Niao houve diferenca entre os grupos quanto as varidveis idade (p= 0.09) e IMC (p=
0.11). Na populagdo estudada as citocinas detectadas no soro e no liquido foram diferentes

entre os grupos, conforme mostra a tabela 2

Tabela 2. Citocinas detectaveis e ndo detectaveis no soro e liquido sinovial

SORO LIQUIDO
Citocinas GC GO GI1-2 G34 GC GO GI-2 G34

TGF-p D D D D D D D D
IL-1P D D D D D D D D
IL-6 ND ND ND ND ND D D D
IL-8 ND D D D ND D D D
IL-10 ND ND ND D ND D ND D
1IL-12 D D D D D D D D

TNF-a ND D ND D ND ND ND ND

D-detectavel. ND-ndo detectavel.

As figuras 1 e 2 ilustram a concentragdo das citocinas no soro ( figura 1) e no liquido

sinovial ( figura 2).

4.3.1. Soro:

Houve diferenga significativa na concentragdo de TGF- entre o grupo controle (GC) e
o grupo com lesdo condral leve (G1-2), porém a concentracdo volta a subir nos graus mais
avangados. A IL-1B ndo apresentou diferencas estatisticamente significativas em sua
concentracdo nos grupos estudados. A IL-8 ndo foi detectdvel no grupo controle, mas foi nos
grupos com lesdo, porém a diferenca nio foi significativa. Houve diferencas significativas
entre o GC e os demais grupos (grau 0, 1-2 e 3-4) para a concentragdo da IL-12, ou seja,
houve redugdo da IL-12 do soro na lesdo cronica isolada do LCA, mesmo sem
comprometimento da cartilagem. A IL-10 apresentou baixa concentragdo na amostra do

trabalho, ndo tendo diferenca entre os grupos.

4.3.2. Liquido:
Nio foram encontradas diferengas estatisticamente significativas entre os grupos para
o TGF-B, aIL-1p e a IL-10. A IL-6 e a IL-8 apresentaram diferencas significativas entre o GC

e o grupo com grau de les@o condral mais avancado (G3-4). Quanto a IL-12, o GC foi
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significativamente diferente dos grupos G1-2 e G 3-4 (comportamento contrario ao do soro),

apresentando um aumento na concentrag@o da IL-12 com a lesdo condral.
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Figura 1. Concentracdo de citocinas detectdveis no soro nos grupos do estudo. A média da
concentragcdo estd em destaque nos graficos. Note que a IL-6 no soro ndo foi detectavel.

*Diferenca significativa com p< 0.05. **Diferenga significativa com p< 0.01
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Figura 2. Concentracio de citocinas detectaveis no liquido nos grupos do estudo. A média da

concentracdo estd em destaque nos grificos. Note que o TNF-a no liquido ndo foi detectdvel.

*Diferenca significativa com p< 0.05. **Diferenca significativa com p< 0.01

As citocinas do soro e do liquido apresentaram correlagdes entre si € com as demais

varidveis do estudo, como destacado na tabela 3. Foram encontradas correlacdes positivas e

significativas entre a IL-8 local com a IL-1B (R= 0.41, p<0.01) e IL-8 sistémica (R= 0.38,
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p<0.05). Uma correlagdo negativa e significativa foi verificada entre o TGF-f local e a IL-1P
do soro (R=-0.34, p<0.05).

Quanto as correlacdes com as varidveis do estudo, foram econtradas correlacdes
moderadas e positivas entre o grau de lesdo e as citocinas do liquido TGF-f (R= 0.42,
p<0.05), IL-6 (R= 0.52, p<0.01) e IL-8 (R=0.45, p<0.05) e correlacio negativa e
significativacom a citocina do soro IL-12 (R= - 0.45, p<0.01). O tempo de lesdo mostrou
correlagdo positiva e significativa com o TGF-f local (R= 0.50, p<0.01), e a idade apresentou
valores de correlacdo positiva e significativa com as citocinas sist€micas IL-6 (R= 0.73,

p<0.01) e IL-8 (R= 0.62, p<0.01).

Tabela 3. Correlacdes (R) entre as citocinas sistémicas e locais com as varidveis do estudo.

Liq sinovial TGF- IL1-B IL-6 IL-8 IL-12 Tempo Grau IMC Idade
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) Lesio§ (ICRS) (Kg/m’) (anos)
Soro (meses)

TGF-p -0.29%
IL-1B -0.34% 0.41%%

IL-8 0.38*

IL-12 -0.45%%  -0.4]1%**

Tempo lesdao 0.50%* 0.35°%:*

Grau (ICRS) 0.42% 0.52 %% 0.45*%  0.23* (0.35%* 0.34**  (0.32%%*
IMC -0.36%  0.48%* 0.34%%* 0.45%%*
idade 0.73**%  0.62%* 0.32%*  (0.45%%*

Valores de significancia *p<0.05 **p<0.01. § tempo de leséo relatado pelos sujeitos.

No mesmo ambiente (local ou sist€mico) também foram encontradas correlacdes entre
as citocinas (tabela 4). No sangue a melhor correlagdo foi positiva e significativa entre a IL-
1B e a IL-8 (R= 0.37, p<0.01) e no liquido houve correlagdes moderadas, positivas e
significativas entre a IL-6 com a IL-8 (R= 0.69, p<0.01) e com a IL-12 (R=0.44, p<0.05) e
entre a I1-8 com a IL-12 (R= 0.56, p<0.01). Sinergia da IL-12 com IL-8 e IL-6, que também

foram relacionadas com o grau de lesdo condral.

Tabela 4. Correlagdes significativas entre as concentracdes de citocinas do sangue (a

esquerda) e as concentracdes de citocinas do liquido (a direita). Valor de R.

Sangue versus sangue Liquido versus liquido
TGF-B Vs IL-1B 0.25%* TGF-B Vs IL-12 0.21%*
IL-1B Vs IL-8 0.37%#%* IL-6 Vs IL-8 0.69%**
IL-12 Vs IL-8 -0.24%* IL-6 Vs IL-12 0.44*
IL-8 Vs IL-12 0.56%**

Valores de significancia *p< 0.05 **p< 0.01.
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4.4. Discussao

Os resultados mostram que ha diferencas na concentragdo de citocinas sistémicas e
locais nos grupos estudados, o que nos sugere uma inflamagao cronica persistente apds a lesao
do LCA.

Mais especificamente, foi possivel observar que ja existe alteracdo na concentracio de
citocinas na lesdo cronica isolada do LCA, mesmo sem comprometimento da cartilagem,
como foi visto no grupo grau 0. Neste grupo pudemos identificar uma redu¢io do TGF-§ e da
IL-12 no soro e um aumento da IL-1-B, IL-6, IL-8 e IL-12 no liquido sinovial, porém,
somente a reducdo na IL.-12 do soro foi considerada significativa na comparagdo com o grupo
controle.

Diferentemente de trabalhos anteriores (Nelson et al., 2009), o TGF-B no soro mostrou
uma relagdo com graus iniciais da lesdo condral (G1-2), em que ocorre uma queda na sua
concentragdo, porém esta queda ndo persiste nos graus avangados, no qual a concentracio
volta a subir. Estudos experimentais e com humanos tem demonstrado que o TGF-B estd
envolvido com a condrogénese, osteogé€nese e sintese de colageno tipo Il e agrecan (Verdier
et al., 2005), sendo crucial para a manutencdo da cartilagem e quando deficiente, resulta em
mudangas como na OA (Anitua et al., 2009).

Segundo Verdier e colaboradores (2005) o TGF-B é o principal fator de oposi¢do da
acdo da IL-1 no metabolismo dos condrécitos e é importante no reparo da cartilagem. Na OA
instalada os condrécitos perdem progressivamente a sensibilidade ao TGF-f e a sua interacio
com a IL-1, reduzindo a sua ag@o inibidora (Pujol et al., 2008). Um comportamento
semelhante ocorreu na amostra deste estudo, em que houve uma correlagdo negativa entre o
TGF-p do liquido e o IL-1B do soro, embora no ambiente sistémico a interagdo entre ambas
citocinas fosse diretamente proporcional. A perda de sensibilidade ao TGF pode ser
responsédvel pela elevacdo de sua concentragdo como uma tentativa de compensacdo na OA,
como foi visto no trabalho de Ning e colaboradores (2010) e na correlacdo positiva com o
grau de lesdo condral visto em nossos resultados, pois embora o TGF-§ possa potencialmente
estimular reparo da cartilagem, sua expressdo descontrolada pode levar a um excesso
indesejavel da sintese da matriz (Verdier et al., 2005).

Ja a IL-12 mostrou ter acdes diferentes sistémica e localmente, curiosamente hd uma
queda na sua concentragdo no soro no grupo com lesdo do LCA (GO) e nos grupos com lesdo
condral (G1-2 e G3-4), independente do grau de lesdo da cartilagem. Contudo, verificou-se

uma acgdo contrdria no liquido sinovial, em que houve uma elevagdo com a lesdo das
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estruturas articulares, sendo que diferenca significativa foi vista nos grupos com lesdo condral
(G1-2 e G3-4). A IL-12 foi descrita na literatura como provedora da conversdo de um
processo inflamatério agudo para um processo imuno destrutivo cronico, além disso, a
inibi¢do da sintese de condrdcitos foi um dos efeitos nocivos da inflamacéo articular com o
aumento da concentracdo de IL-12 vista por Joosten e colaboradores (2002). Estes autores
observaram um numero elevado de células inflamatdrias em cortes histolégicos do tecido
sinovial na presenca de concentracdes elevadas de IL-12, com perda de proteoglicanas, morte
de condrécitos e erosdo da cartilagem. Porém, com base em nossos resultados para a
concentracdo da IL-12 sistémica, podemos inferir que esta citocina tem a¢des inflamatdrias
diferentes no sangue e no liquido, pois, além de estar mais elevada no soro do grupo controle,
sua concentracdo sistémica também apresentou uma correlacido negativa com o grau de lesdo
condral. A atuagdo da IL-12 no sistema auto-imune e no soro de sujeitos com lesdo da condral
ndo estd totalmente esclarecida.

Corroborando com trabalhos que apontaram que a IL-12 pode agir em sinergia com
outras citocinas e auxiliar na produgdo do 6xido nitrico (Joosten et al., 2002), verificamos na
populacdo estudada correlagéo positiva entre a IL-12 do liquido e as IL-6 e IL-8, que também
estdo relacionadas entre si. Estas citocinas sdo responsdveis pelo aumento nos niveis de
prostaglandinas e de o6xido nitrico (NO), descritos como mediadores da inflamagdo e da
destrui¢do da cartilagem (Brenner et al., 2003; Abramson et al., 2001a, 2001b). Sendo assim,
a presenca local da IL-12 deve ser vista com cautela ap6s a lesdo do LCA.

Neste estudo nédo encontramos diferencas nas citocinas apontadas pela literatura como
pecas chave na patogénese da OA, que sdo a IL-1 e TNF-a (Bondeson et al., 2006, Goekoop
et al., 2010), talvez por eles analisarem quadros de OA instalada, com alteracdes
macroscopicas e radiograficas, como ostedfitos e diminuicdo do espago articular. Elsaid e
colaboradores (2008) verificaram que a IL-1p, TNF-a e a IL-6 também estavam elevadas nos
casos recentes de lesdo do LCA, a primeira declinando apds cerca de 3 meses e as duas
ultimas em torno de 6 meses da lesdo. Como a amostra do nosso trabalho tem uma média de
tempo de lesdo em torno de 34,6 meses, as concentragdes de IL-1B e TNF-a ja poderiam estar
muito baixas para serem detectiveis. E ainda, apesar da lesdo condral ser cronica, a
osteoartrite propriamente dita, com os sinais descritos acima, ndo estaria instalada de fato,
inclusive nos grupos com grau mais grave de lesdo cartilaginosa.

Com base na concentracdo de citocinas analisadas neste trabalho, verificou-se que o
fator desencadeante do processo inflamatério na OA pds-traumética ainda é o rompimento do

LCA, e que mesmo em casos de lesdo cronica, algumas das citocinas apontadas em lesdes
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agudas do LCA (IL-6, IL-8) (Cuellar et al., 2010; FElsaid et al, 2008; Irie,
Uchiyamareferencia, Iwaso, 2003), ainda sdo produzidas, e que a manutengdo destas leva ao
comprometimento da cartilagem, como nos sugere os trabalhos que verificaram alteragio
destas citocinas na OA instalada (Goekoop et al., 2010, Valdes et al., 2010, Scanzello et al.,
2009) e que estdo de acordo com nossos resultados, que também apontaram uma concentracao
da IL-6 e da IL-8 aumentadas significativamente no liquido sinovial dos grupos com lesdo
condral avancada (G3-4).

Enfim, os dados apresentados mostram que, com exce¢do da IL-8, nenhuma outra
citocina analisada apresentou correlagdo entre sua concentragdo sistémica e local, sugerindo
que a interacdo entre elas ndo € direta, a exemplo da IL-1 soro com o TGF-$ e a IL-8 do
liquido. E ainda, que em alguns casos como a IL-12, sua a¢io possa ser diferente no sangue e
no liquido sinovial. Desta forma, investigacdes sobre a patogénese e a progressdo da lesdo
condral, precoce a instalagdo da OA, devem ser feitas ndo apenas no soro ou no liquido, mas

sim em ambos.
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4.5. Conclusiao

Nas condicdes experimentais realizadas os resultados apontaram que, a inflamacio
articular e sistémica, determinada pela presenca de citocinas, estd presente nos portadores de
lesdo cronica do LCA. A interacdo entre as citocinas sist€émicas e locais apontou que um
aumento da IL-8 e da IL-1P no soro podem estar relacionados ao aumento da IL-8 no liquido.

E ainda, que a IL-6, IL-8 e a IL-12, presentes no liquido, estdo ligadas a degradacdo da
cartilagem e correlacionam-se entre si, podendo agir de forma sinérgica no ambiente articular,
porém, a IL-12 no soro apresenta uma acdo diferente, na qual a queda na concentracdo

sistémica desta citocina sugere lesdes condrais e do LCA.
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Resumo

Objetivo: verificar a relacdo entre as gelatinases e a presenca da interleucina (IL) 12 e IL-10
na inflamacdo articular cronica de sujeitos com ruptura do LCA em diferentes estiagios de
lesdo condral. Material e Método: O estudo incluiu 59 sujeitos (48 do sexo masculino e 11
do sexo feminino) com média de idade de 39.16 + 13.14 anos divididos em um grupo controle
(grupo 1) e 3 grupos, baseados no nivel de lesdo condral: grupo II (lesdes leves), grupo III
(lesdes moderadas) e grupo IV (lesdes graves). O liquido sinovial foi puncionado e
processado. A morfometria manual, das células inflamatérias mononucleares (MNC) e
polimorfonucleares (PMN), foi realizada por microscopia Optica apds coloracdo com May-
Griinwald-Giemsa. A atividade das metalopeptidases (MMPs) e das citocinas foram
verificadas por meio das técnicas de zimografia e ELISA respectivamente. Foi utilizado o
teste de Kruskal-Wallis com o Post hoc de Newman-Keuls. Também foi utilizada a correlacio
de Spearman. Resultados: ndo houve diferencas quanto a atividade da MMP-2 em relacdo
aos grupos estudados e sua expressdo mostrou correlacdo negativa com a gravidade das
lesdes. Nao houve diferencas significativas entre os grupos quanto as células MNC. As PMN
ndo foram encontradas no controle. A MMP-9 teve uma maior atividade nos grupos lesados
com relacdo ao grupo controle. Foi detectada a IL-12 na amostra, a qual foi relacionada com
os danos na cartilagem e com a MMP-9. A IL-10 foi pouco detectada. Houve interacio entre
as citocinas, as células e as gelatinases. Conclusdao: Os PMN, as MMP-9 e a IL-12 parecem
estar relacionados entre si e terem participagdes importantes no ciclo de destrui¢do da
cartilagem. Os resultados apresentados sugerem que uma supressao eficiente da expressdo da
IL-12 e da MMP-9 poderiam levar ao controle ou a diminui¢do da inflamacio articular nestes

individuos.

Palavras chave: cartilagem; gelatinase; interleucina-12; leucdcitos polimorfonucleares e

mononucleares; osteoartrite pds-traumatica.
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5.1. Introducao

Os danos no tecido condral favorecem o desenvolvimento da osteoartrite (OA), que
progride de forma mais rapida quando a lesdo da cartilagem ocorre apds um trauma, comum
em atividades esportivas, que pode envolver estruturas como ligamento cruzado anterior
(LCA) e/ou meniscos (Dalhberg et al.,1994; Tiderius et al., 2005).

A identifica¢@o dos primeiros sinais de lesdo condral, por exames de imagem ainda é
dificil, apesar do alto nivel das técnicas utilizadas (Marini et al., 2003). Assim, o
monitoramento das lesdes por meio dos marcadores bioldgicos tornou-se uma possibilidade
precoce de avaliagdo e acompanhamento do micro-ambiente articular (Mazieres et al., 20006),
o qual reflete a integridade do tecido cartilaginoso que é dependente da complexa rede de
coldgeno tipo II, proteoglicanos e proteinas acessorias.

O inicio e desenvolvimento de afeccdes articulares degenerativas, como as advindas
da ruptura crénica do LCA, modificam o equilibrio metabdlico do tecido cartilaginoso, pelo
aumento do catabolismo (Dalhberg et al.,1994; Gupta et al, 2007). Desta forma, iniciada a
degradac@o da cartilagem, as células sinoviais e inflamatérias fagocitam os produtos da
quebra do tecido deixados no liquido sinovial e secretam citocinas pré-inflamatérias
(Adamapoulos et al, 2006). Estas citocinas sdo responsdveis pelo aumento nos niveis de
prostaglandinas e de o6xido nitrico (NO), descritos como mediadores da inflamagdo e
destruigdo da cartilagem (Benito et al, 2005; Fiorito et al, 2005).

Paralelamente a via de degradacdo condral, determinada pelas células inflamatérias da
sinovite, os condrdcitos sintetizam uma variedade de enzimas proteoliticas, entre elas as
metalopeptidases (MMPs), que também estdo diretamente envolvidas na quebra da matriz
extracelular (MEC) (Marini et al., 2003). Estas enzimas desenvolvem um papel importante
durante os processos inflamatdrios na tentativa de combater a lesdo e manter a homeostasia do
tecido (Okada, 2000). Em condi¢cdes normais as MMPs estdo presentes em niveis baixos,
geralmente na forma latente, sendo ativadas por citocinas e secretadas também por células
inflamatérias. A sua atividade pode ser regulada por enzimas inibidoras teciduais de
metalopeptidases (TIMPs) (Makowski, Ramsey, 1998; Okada, 2000; Yoshihara et al., 2000;
Marquetti et al., 2008b). O aumento da atividade proteolitica é apontado como a causa
priméria da destruicdo patoldgica da cartilagem.

Considerando que a composicdo celular e humoral do liquido sinovial refletem as
mudangas nos tecidos sinoviais (Adamapoulos et al., 2006; Shmerling, 1994; Frisbie et al

2008), varios componentes e moléculas articulares t€m sido estudados com o intuito de se
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identificar marcadores bioldgicos, como é o caso da atividade das MMPs (Pelletier et al.,
2010), entre elas, a gelatinase A — MMP-2 (72-kDa) e a gelatinase B — MMP-9 (forma tripla
92-,130-e 225-kDa). As gelatinases sdo derivadas de neutrdfilos, estdo elevadas apds stress
mecanico (Makowski, Ramsey, 1996, 1998; Kurz et al., 2005) e parecem estar relacionadas
com o avango da degradag@o da cartilagem (Myers, Brandt, Albrecht, 2000; Okada, 2000;
Gupta et al., 2007, Yang et al., 2008).

Sabe-se que ocorre uma manuteng¢do da inflamacdo articular no periodo cronico da
lesdo do LCA (Franco et al.,2008), porém, o motivo da persisténcia dessa inflamacdo ainda
ndo estd clara. Os glicosaminoglicanos livres, liberados pela degradagdo da cartilagem, foram
apontados como uma das possiveis causas do influxo de neutréfilos (Franco et al.,2008),
contudo, para o avango das estratégias de tratamento e controle da doenca, os mediadores
inflamatérios da lesdo condral devem ser rigorosamente investigados. Desta forma, a
importancia da inflamacdo na patofisiologia da OA tem sido reconhecida (Ning et al., 2010).

A interleucina (IL) 12 é descrita na literatura como responsavel pela conversdo do
processo inflamatério agudo em imuno-destrutivo cronico (Joosten et al., 2002), enquanto a
IL-10 ja foi apontada como supressora da gravidade da inflamacdo causada pela IL-12 (Kim
et al., (2000). Sendo assim, o risco de vir a desenvolver OA ap6s a lesdo do LCA pode estar
relacionado a presenca e interacdo destas citocinas com as proteases no liquido articular.

Portanto, estabelecer o perfil proteolitico na degradacdo da cartilagem é tdo importante
quanto verificar os mediadores responsdveis por ele. Desta forma, o objetivo deste trabalho
foi verificar a relacdo entre as gelatinases e a presenca da IL-12 e IL-10 na inflamagio

articular cronica de sujeitos com ruptura do LCA em diferentes estdgios de lesdo condral.
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5.2. Materiais e método

5.2.1. Sujeitos
Setenta sujeitos de ambos os sexos foram avaliados para este estudo. Vinte e um
sujeitos foram excluidos por apresentarem: alteragdes sistémicas cardiorrespiratdrias e/ou
reumadticas, auséncia de liquido sinovial durante a coleta, presenca de filetes de sangue na
amostra de liquido sinovial, presenga de lesdo pregressa a atual, presenga de qualquer doenga
osteomioarticular do membro inferior contra-lateral, realiza¢do de infiltragdes articulares,
limitacdes na amplitude de movimento de 0 a 90 graus, ou tempo de lesdo menor que 4
semanas ou superior a 14 meses.
Assim, de acordo com os critérios aplicados, o estudo incluiu 59 sujeitos de ambos os
sexos, sendo 48 do sexo masculino e 11 do sexo feminino com média de idade de 39.16 *
13.14 anos. Entre os participantes, 12 eram sauddveis e o restante apresentou lesio do LCA
devido a trauma durante a pratica de futebol, associado ou ndo a lesdo do menisco. Foram
feitos exames clinicos e de imagem e 47 tiveram indica¢do cirtirgica via artroscOpica para
reconstrugdo ligamentar.
Os sujeitos analisados foram divididos em grupos de acordo com a gravidade da lesdo
condral (figura 1), que foi verificada pela artroscopia (Ficat, Philippe, Hungerford, 1979;
Maiotti, Campi, 1990; Maiotti et al., 2000; Marini et al., 2003):
a) Grupo I - controle, sem les@o ligamentar e sem lesdo condral - ndo apresentaram
nenhum tipo de afeccdo no joelho relatada e avaliada clinicamente (n = 12 e 24.5 +
2.19 anos);

b) Grupo II — lesdes condrais leves - lesdes fechadas, ou seja, superficie da cartilagem
aparentemente intacta, mas com indicativo de edema durante a palpacdo (n =16 e
37.93 £ 13.02 anos);

¢) Grupo III — lesdes condrais moderadas — lesdes abertas, ou seja, com fissuras, mas

sem exposi¢cdo de osso subcondral (n= 16 e 41.73 + 10.04 anos);

d) Grupo IV — lesdes condrais graves — lesdes abertas com exposicdo de 0sso

subcondral (n=15¢ 52.25 + 7.12 anos).
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Figura 1. Grupos baseados no comprometimento condral descrito durante artroscopia. A.
Grupo II — Lesdes leves - superficie da cartilagem aparentemente intacta, mas com indicativo
de edema durante a palpacdo. B. Grupo III — Lesdes moderadas — com fissuras, mas sem
exposicdo de osso subcondral. C. Group IV — Lesdes graves — com exposi¢do de 0sso

subcondral.

Nenhum voluntario relatou trauma recorrente ou fez uso de anti-inflamatdrios (AINEs)
nas 3 semanas anteriores da punc¢éo de liquido sinovial.

Os voluntarios foram esclarecidos quanto as razdes do estudo, seus objetivos e
procedimentos e assinaram um termo de consentimento como requerido pela Resolugdo
196/96 do National Health Committee. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Sao Carlos - protocolo n° 297/2008.

5.2.2. Aspiragcdo do Liquido Sinovial

A coleta do liquido sinovial do joelho lesado foi realizada por meio de pungdes prévias
as cirurgias. Para este procedimento, foi feita a tricotomia da face antero-lateral do joelho
lesado e, apds anestesia, a puncdo, pelo cirurgido. A agulha foi inserida na regido supra
patelar lateral do joelho para coleta do liquido da bolsa subquadriciptal.

Todos os fluidos foram quantificados em relagdo ao seu volume puro e divididos em
trés amostras para armazenamento.

Posteriormente a cada coleta sinovial, o material foi congelado a -80°C em freezer

(Forma Scientific) até seu processamento e andlise.

5.2.3. Dosagem de proteinas

A concentragio de proteinas foi determinada utilizando-se o kit BCA™ Protein Assays
(Pierce), segundo instrugcdes do fabricante. Esse método é baseado no 4acido bicinconinico
(BCA) para detecgdo colorimétrica e quantificagdo de proteinas totais. Foi construida uma

curva padrdo baseada nas concentragcdes de 25 pug/ml a 2000 png/ml de BSA (soroalbumina
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bovina). As absorbancias da curva padrdo e das amostras de interesse foram lidas a 562 nm e

a concentracdo protéica foi estimada a partir delas.

5.2.4. Zimografia

As amostras de liquido sinovial dos sujeitos foram diluidas para uma concentragao de
2 ng/ml. Iguais quantidades de proteinas totais (30 pg/pogo) foram submetidas a eletroforese
em triplicatas. A técnica de zimografia, conforme descrita por Cleutjens e colaboradores
(1995), consistiu de géis de poliacrilamida a 10% contendo gelatina (Img/ml). Apds
aproximadamente 2 horas de eletroforese, os géis foram lavados 2 vezes durante 30 min em
solugdo de 2.5% de Triton X-100 para remog¢ao do SDS e em seguida incubado em tampdo de
substrato (Tris-HCL 50 mM pH 8.0, CaCI2 5 mM e NaN3 0.02%) a 37 °C por 24 horas. Apos
este tempo, os géis foram corados com Cromassie Blue por 30 minutos, e entdo, descorados
com 4cido acético: metanol: dgua (1: 4: 5) para visualizag¢do das bandas de atividade.

As amostras também foram incubadas com EDTA (15 mM), para verificar se as
proteases eram metalopeptidases, uma vez que o EDTA inibe sua atividade. Para
documentacio, os géis foram fotografados utilizando uma camera (Canon PowerShot G6) e as
médias de intensidade das bandas foram analisadas utilizando o software Gene Tool versdo

3.06 (Syngene).

5.2.5. Deteccdo de citocinas do liquido

O liquido sinovial foi centrifugado a 1700 g por 10 minutos, retirado o sobrenadante e
também congelado a —80°C.

Apés descongelamento, as citocinas foram quantificadas no liquido sinovial de acordo
com instrugdes do fabricante empregando o método de ELISA “sandwich”. As citocinas IL-10
e IL-12 (BD Biosciences) foram detectadas empregando anticorpos de captura, citocinas-
padrio e anticorpos associados a biotina e amplificados com avidina-peroxidase. Como
substrato foi utilizado TMB e a reacdo foi bloqueada adicionando 4cido sulfirico (1 M de
H,S04) aos pocos. As absorbancias das amostras foram avaliadas em espectrofotometro no

comprimento de onda de 450 nm.

5.2.6. Citologia
O liquido sinovial armazenado foi preparado para andlise citoldgica, sendo processado

em cito-centrifuga FANEM®, modelo CITOSPIN® - 248 por 5 minutos, sob uma rotagdo de
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1.500g, sendo utilizado 100 pl em cada amostra do recipiente, previamente a cito-
centrifugacdo. Posteriormente o material foi fixado a seco e corado pela coloracdo especial de
May-Griinwald-Giemsa (He et al., 2002; Makowski, Ramsey, 1998; Franco et al., 2008).

Foram identificadas a presengca e o numero de células polimorfonucleares e
mononucleares do liquido sinovial, através de contagem manual via microscopia optica. As
andlises das laminas foram feitas por dois avaliadores. O microscépio utilizado foi o
Microscépio de Luz, Axiolab (Zeiss) num aumento de 40X.

O célculo do nimero de campos/laminas para cada sujeito da amostra foi feito a partir
do método estatistico distribuicdo de Bernoulli, no qual foi considerado o nimero total de
campos da lamina para cada sujeito e o nimero de células inflamatérias presentes no liquido
sinovial normal e inflamado (Nagase, 1997; Franco et al., 2008). Este resultado apresenta uma

margem de erro de aproximadamente 3 pontos percentuais para cima ou para baixo, com uma

confianga de 95%.

5.2.7. Analises Estatisticas

O programa utilizado para as andlises foi Statistica for Windows (version 7).
Aplicaram-se testes de normalidade (Shapiro Wilk’s W test) e homogeneidade (Levene) para
as varidveis do estudo, sendo indicado o teste ndo paramétrico para andlise dos dados.
Portanto, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e posteriormente o Post hoc de Newman-
Keuls. Também foi utilizada a correlagdo de Spearman para se obter a relacdo entre as
varidveis do estudo: MMPs, células inflamatdrias, citocinas, idade, tempo de lesdo e nivel de
comprometimento da cartilagem.

Para todas as andlises estatisticas foi utilizado o nivel de significincia de 5% (p<0.05).
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5.3. Resultados

A tabela 1 mostra as caracteristicas dos grupos do estudo, quanto ao tempo de lesdo

relatada pelos sujeitos e nimero de células MNC e PMN.

Tabela 1. Caracteristicas dos grupos com relacdo as varidveis: tempo de lesdo relatada e

células MNC e PMN. Varidveis descritas em média e desvio padrio.

Tempo de lesdo Celulas PMN Células MNC
(dias) (n°/ml) (n°/ml)
Grupo I (n=12) 0 1312.50 £ 1013.57
Grupo II (n=16) 129.86 £ 9591 128.33 £ 115.41 2021.55 £ 1614.87
Grupo III (n=16) 79.83 £76.41 148.43 £ 177.84 4815.06 £ 9566.45
Grupo IV(n=15) 210.45 £169.31 156.25 + 158.57 4579.86 £ 3676.56
Valor de p 0.15 0.09 0.21

Niao houve diferenca significativa entre os grupos para o tempo de lesdo. Quanto as
células MNC também ndo foram encontradas diferengas entre os grupos, inclusive o controle.
No caso das PMN, ndo foram encontradas diferencas significativas entre os grupos lesados
(1, 1L, IV), porém o grupo controle (grupo I) ndo apresentou células PMN.

Todas as bandas encontradas nos géis foram inibidas quando incubadas com EDTA,
indicando realmente se tratar de MMPs, as quais foram identificadas pelo seu peso molecular.
As bandas ativas, enfatizadas conforme proposta de Marquetti e colaboradores (2008a), foram
72-62 kDa, 92-84 kDa e 130-110 kDa, que correspondem respectivamente a MMP-2, MMP-9
(monomerica) e MMP-9 (heterodimerica).

Os niveis de MMP-2 e MMP-9 nos diferentes grupos s@o apresentadas nas figuras 2, 3
e 4. Nio foi encontrada diferenca estatisticamente significativa entre os grupos para a MMP-
2 (Figura 2). Para a MMP-9 de banda 84 kDa, houve diferenga significativa entre os grupos
lesados e o controle (p<0.05). Contudo, para a MMP-9 de banda 110 kDa, mesmo com o
grupo controle ndo apresentando forma ativa desta MMP , ndo houve diferenca significativa
entre ele e os demais grupos (I, III e IV), porém, quando comparamos os niveis dos grupos
com lesdo para a banda 110 kDa com os niveis mostrados para a banda 84 kDa, verificamos

que o valor em unidades arbitrérias foi menor para a banda 110 kDa (Figura 3 e 4).
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Figura 2. Andlise da MMP-2 nos grupos. Os géis foram analisados por densitometria e a
atividade da banda 62 kDa foi expressa em unidades arbitrdrias (U.A.). Os valores foram
apresentados por média *+ erro padrio da média, p< 0.05. Ndo houve diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos.
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Figura 3. Andlise da MMP-9 84kDa nos grupos. Os géis foram analisados por densitometria

e a atividade da banda foi expressa em unidades arbitrarias (U.A.). Os valores foram
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apresentados por média + erro padrio da média, p< 0.05. * Diferencas estatisticamente

significativas entre o grupo I, que apresentou atividade 0, com os demais grupos (II, IIT e I'V).

I

100000

75000

50000

25000

atividade MMP-9 110kDa (U.A.)

I I I v
Figurad. Anélise da MMP-9 110kDa nos grupos. Os géis foram analisados por densitometria

e a atividade da banda foi expressa em unidades arbitrarias (U.A.). Os valores foram
apresentados por média * erro padrao da média, p< 0.05. Ndo houve diferencas

estatisticamente significativas entre os grupos.

Ambas as citocinas, a pré-inflamatéria IL12 e a anti-inflamatéria IL-10 foram
detectaveis na amostra do estudo, porém a IL-10 sé foi detectavel no grupo Il (em 7.5% das
amostras do grupo) e no grupo III (em 22% das amostras do grupo) e nao foram consideradas
significativas as diferencas entre grupos para a IL-10. J4 a IL-12 foi detectavel em 100% das
amostras do grupo II, III e IV, e no grupo I a deteccdo ocorreu 25 % das amostras, as quais
também apresentaram os menores valores, conforme mostra a figura 5. Houve diferenca

significativa entre os grupos para a IL-12.
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Figura 5. Niveis de IL-12 e IL-10 nos grupos do estudo. Os valores foram apresentados por

média + desvio padrdo. * Diferenca significativa entre o grupo I e os grupos III e IV (p<0.01).

O valor de correlacdo e de significancia estatistica entre as varidveis do trabalho sdo

mostrados na tabela 2

Tabela 2. Correlacao entre as varidveis. Valor de R.

MMP-9 Temp

MMP-2 1L-10 IL-12
(UA) 84 kDa Lesao (ZIOZE (f:r::) Dan Cart (pg/ml)  (p/ml)
(U.A) (dias)
MMP-2 1 0.55** -0.34* - - -0.29* -0.35*  -0.43*
MMP-9 (84 kDa) 1 - - 0.47** - - 0.33*
Temp Les 1 - - 0.44** -
MNC 1 0.78™* - - 0.47**
PMN 1 - - 0.53**
Dan Cart 1 - 0.40**
1L-10 1
1L-12 1

* para p< 0.05. ** para p< 0.01. Temp les — tempo de lesdo até a coleta do liquido sinovial.

Dan Cart — gravidade dos danos na cartilagem

Para o teste de correlagao, a MMP-2, ambas MMP-9, as citocinas IL.-10 e IL.-12 e as
células PMN e MNC ndo apresentaram correlacio com a idade. A MMP-2 apresentou
correlacdo negativa fraca com o tempo de lesdo (R=-0.34, p<0.05) assim como com os danos
na cartilagem (R=-0.29, p<0.05). A MMP-9 (84 kDa) teve uma correlacio positiva moderada
com as PMN (R= 0.47, p<0.01) e com a MMP-2 (R=0.55, p<0.01). As células PMN e MNC
apresentaram uma correlacdo positiva forte entre si (R= 0.78, p<0.01). O tempo de lesdo teve

uma relacdo positiva moderada com o nivel de acometimento condral (R=0.44, p<0.01). A
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MMP-9 (110 kDa) néo apresentou correlacdes significativas com as varidveis do estudo. As
células PMN e MNC apontaram uma correlacio positiva com a citocina pré-inflamatéria IL-
12 (R=0.53, p<0.01 e R= 0.47, p<0.01 respectivamente). A interacdo da MMP-2 foi negativa
com a IL-10 (R= -0.35, p<0.05), enquanto a da MMP-9 (84 kDa) foi positiva com a IL-12
(R=0.33, p<0.05). A citocina IL-12 teve uma correlagio positiva com os danos na cartilagem
(R=0.40,p <0.01).
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5.4. Discussao

Os resultados mostraram um processo inflamatério articular persistente no liquido
sinovial devido ao influxo de neutréfilos e pela presenga da IL-12 pré-inflamatéria nos grupos
lesados da amostra estudada.

O ntumero elevado de células inflamatdrias e a expressdo de IL-10 e IL-12 sem
nenhuma correlagdo com o tempo de lesdo apontam para uma manutengdo da inflamacao apds
o periodo agudo do trauma, corroborando com resultados anteriores (Franco et al.,2008).
Frisbie e colaboradores (2008) também apontaram para a manuten¢do de uma sinovite e de
um ambiente inflamado nos casos de OA induzida em cavalos. Apesar do grupo controle
apresentar o menor numero de MNC/ml, ndo houve diferenga estatistica com os outros
grupos. Estes valores estdo acima dos valores de leucdcitos encontrados em estudos
anteriores, em que foi considerado inflamado os liquidos sinoviais com cerca de 200 a 2000
células inﬂamat(’)rias/mm3, e normal, os liquidos com menos de 50 células inﬂamat(’)rias/mm3,
sendo o predominio de células MNC e apenas 10% do total de PMN (Platt et al, 1993;
Shmerling et al., 1994; Mattiello-Sverzut et al., 2003), apontando que hé presenca de maior
processo inflamatdrio na populacdo deste estudo.

Os danos condrais apresentaram uma correlacdo positiva com o tempo da lesdo, o que
denota que na populagdo estudada, quanto maior o tempo da lesdo, maior o grau de lesdo da
cartilagem, o que pode ser explicado pela alteragdo da biomecéanica articular, favorecendo os
microtraumas, estimulando mediadores inflamatdrios e o ciclo de lesdo ao longo do tempo
(Dalhberg et al., 1994; Fiorito et al., 2005).

As MMPs sio endopeptidades dependentes de calcio (Ca™) ou zinco (Zn*™), que sdo
importantes na degradacdo e remodelamento da MEC (Marquetti et al., 2008b). Nossos dados
mostraram que a atividade da MMP-2 esta presente em todos os grupos do estudo, sem
diferenca significativa entre eles, porém a atividade foi maior no grupo controle e em estagios
iniciais da lesdo condral, diminuindo no estdgio avancado. A expressdo da MMP-2 também
mostrou uma correlagcdo negativa com os danos na cartilagem e com a IL-12 pré-inflamatoria,
0 que aponta que a gelatinase A, quando ativa, pode ndo estar envolvida nos processos de
degeneracdo da cartilagem, e por outro lado, estar envolvida no furnover normal do tecido,
confirmando estudos anteriores (Arican et al., 2000; Gepstein et al., 2002).

A auséncia da atividade das MMPs-9 no grupo controle, e a correlagdo da banda 84
kDa com os neutréfilos e com a IL-12, nos sugere que a expressdo da gelatinase B esteja

envolvida nos processos de degeneracdo da cartilagem. Assim, o ndimero elevado de celulas
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PMN, a acdo da citocina pré-inflamatéria e conseqiientemente a atividade da MMP-9
agravariam a perda de proteoglicanos da MEC.

Ha diferentes formas de regulacdo da atividade das proteases, como: a) autoativacio
(Nagase, 1997); b) modulagdo por moléculas de GAG, como dcido hialurdnico, ativando
MMP-9 e estimulando MMP-2 e sulfato de queratana, inibindo as mesmas gelatinases (Isnard,
Robert, Renard, 2003); c) regulacdo pelas interleucinas (Gepstein et al., 2002; He et al., 2002;
Maiotti et al., 2000); d) relagdo entre a as proteases e o ambiente inflamado (Marini et al.,
2003), em especial entre as MMP-9 e os neutréfilos e macréfagos, pois esta protease pode ser
produzida por ambas as células e, ainda, por osteoclastos e linfécitos (Makowski, Ramsby,
2003; Okada, 2000; Yoshihara et al., 2000.

O comportamento das MMPs neste estudo estd de acordo com estudos prévios que
demonstraram que o RNA mensageiro da MMP-9 e a expressdo da sua proteina foram
encontrados somente em sujeitos com OA, enquanto que o RNA mensageiro da MMP-2 ¢
detectado em ambas as populacdes, saudaveis e com OA. A gelatinase B tem se mostrado
predominante nas doencgas da cartilagem (Gupta et al., 2007; Milner et al., 2006).

No trabalho experimental de Kim et al (2000) foi identificado uma supressdo da
inflamacdo pela acdo da IL-10, porém na populacdo estudada esta citocina foi pouco
detectada, ou seja, sua atividade foi vista em apenas alguns dos sujeitos da amostra, sugerindo
que, caso haja uma atenuacdo da inflamacdo pela IL-10, ela ndo ocorre em todos os
individuos. O fator determinante da expressdo da IL-10 pode ser objeto de novos estudos.

A IL-12 foi apontada como responsdvel pela transformacdo de um processo agudo
para um processo cronico, pela inibi¢do da sintese de condrécitos e por estimular a producio
de interferon-o. (IFN-a) e 6xido nitrico (NO) pelos macréfagos (Joosten et al., 2002). A
correlacdo positiva moderada entre a IL12 e as células MNC e PMN, aponta para uma
possivel interacdo entre esta citocina e as células inflamatérias. A relacdo diretamente
proporcional entre a IL-12 e os danos na cartilagem também sugere que sua presenga ¢é
determinante para o avanco da lesdo condral.

Assim, verificou-se que existe um processo inflamatério nos liquidos sinoviais de
individuos com lesdo pds-traumaética e que persiste ao longo do tempo. Apesar da literatura
apontar a IL-6 como uma das principais citocinas pré-inflamatérias da patogénese da OA
(Stannus et al., 2010; Valdes et al., 2010), a IL-12 também demonstrou estar associada com a
degradagdo da cartilagem, com o influxo de células inflamatérias e com a gelatinase B.
Talvez sua expressdo seja mais pronunciada no liquido sinovial de sujeitos que ainda ndo

desenvolveram OA, porém possuem lesdo condral.
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Yang e colaboradores (2008) analisaram a influéncia dos AINES sobre as gelatinases e
verificaram que estes antiinflamatodrios inibiram os niveis de MMP-2 e MMP-9, porém nio se
sabe o efeito dos AINES na sintese de proteoglicanas. Sendo que a MMP-2 parece estar
relacionada somente ao furnover fisiolégico da cartilagem, seria interessante a inibicdo
especifica da MMP-9. Como a IL-12 tem relagdes diferentes e inversas com os dois tipos de
gelatinases, novos estudos poderiam verificar as rea¢des bioquimicas envolvidas nesta relagio
e procurar identificar drogas que ajam de maneira seletiva na MMP-9.

Portanto, baseado em nossos resultados verificamos que a IL-12 e a MMP-9 estdo
relacionadas a degradacdo da cartilagem em sujeitos com lesdo cronica do LCA, e que, caso
ocorram tentativas de compensacdo e reparo pela IL-10 e pela MMP-2 elas sdo insuficientes
para conter a degradacdo da cartilagem, indicando que o catabolismo ainda supera o
anabolismo nestes individuos. Os resultados apresentados sugerem que uma supressao
eficiente da expressdo da IL-12 e da MMP-9 poderia levar ao controle ou a diminui¢do da

inflamacdo articular nestes individuos.
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5.5. Conclusao

A inflamacdo do liquido sinovial é de grande relevéancia para os processos metabdlicos
e bioquimicos que ocorrem na articulacdo. Os neutréfilos (PMN), as gelatinases B (MMP-9) e
a citocina IL-12 parecem estar relacionados entre si e terem participagdes importantes no ciclo
de destrui¢do da cartilagem. Ao contririo, a MMP-2 parece estar relacionada ao turnover
fisiologico e a IL-10, pouco expressa na populacio estudada, ainda ndo tem uma agéo clara na
lesdo cronica do LCA. Enfim, o rompimento ligamentar requer cuidados primdrios no
controle da inflamag@o e da acdo proteolitica, pois, independente do tempo de lesdo e da

realizacdo de reconstrugdo cirurgica, os microtraumas devem ser evitados.
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6. MANUSCRITO 3

Franco RN, Ribeiro DBLF, Battistella M, Medeiros Al, Pimentel ER, Cohen M, Mattiello SM.
A relagdo da dor e da funcdo do joelho com a atividade proteolitica e inflamatoria presentes

na degradacdo da cartilagem apds lesdo do ligamento cruzado anterior.
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Resumo

Objetivo: verificar a relagdo da dor e da funcio com a atividade proteolitica e inflamatéria na
degradacdo da cartilagem decorrente da lesdo crénica do ligamento cruzado anterior.
Material e Método: O estudo incluiu 141 sujeitos (119 do sexo masculino e 22 do sexo
feminino) com média de idade de 31.98 * 9.98 anos. Trinta sujeitos eram sauddveis e 111
apresentaram lesdo do ligamento cruzado anterior, associado ou ndo a lesdo meniscal e a lesdo
condral, com graus variando entre 0 e 4, de acordo com o ICRS. Os sujeitos foram avaliados
subjetivamente quanto a dor (EVA) e a funcdo do joelho (IKDC). Foi coletado liquido
sinovial e sangue. A concentracio de GAGs foi analisada pelo corante azul de
dimetilmetileno. A presenca de células inflamatérias mononucleares (MNC) e
polimorfonucleares (PMN) foi avaliada por microscopia éptica apds coloragdo com May-
Griinwald-Giemsa. A atividade das metaloproteases e das citocinas foi verificada pelas
técnicas da zimografia e ELISA respectivamente. . Foi aplicado o teste ndo paramétrico de
correlacdo de Spearman entre as varidveis. Resultados: a dor e a perda da fungdo parecem
estar relacionadas as mesmas citocinas pré-inflamatoérias, IL-6 e IL-8. O nimero de estruturas
lesionadas e a presenca de GAGs acelera os prejuizos na cartilagem articular, aumentando a
dor e prejudicando a funcdo. A MMP-9 estd relacionada positivamente aos sintomas
dolorosos e a fungdo € inversamente proporcional a presenga de células inflamatorias.
Conclusao: A dor e a fungdo estdo relacionadas a atividades proteoliticas e inflamatdrias do
ambiente articular, principalmente a atividade da IL-6, IL-8 e a MMP-9 (84 kDa).
Dependendo da expressividade destes biomarcadores e da interacdo entre eles hé piora da dor

e da funcdo e aumentam os riscos de desenvolver OA.

Palavras chave: lesdo condral; metaloproteases; citocinas, inflamacéo, dor, funcéo.
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6.1. Introducao

O joelho € a articulagdio do membro inferior mais frequentemente acometida pela
osteoartrite (OA) poés-traumadtica. O paciente com OA de joelho relata dor e dificuldade para
realizar atividades funcionais (Bennell et al., 2003). A lesdo do LCA compromete a
estabilidade, levando a microtraumas repetitivos. A articulagdo fica inflamada e a
propriocepgao articular comprometida (Castro et al., 2003; Strobel; Stedtfeld, 2000). Isto tem
importantes implicacdes clinicas visto que a reconstru¢do do LCA restitui a funcdo mecanica
do joelho, enquanto que a fun¢do proprioceptiva é perdida (Strobel; Stedtfeld, 2000), embora
alguns trabalhos mostraram que os receptores do neoligamento podem se regenerar (Fatarelli;
Almeida ; Nascimento, 2004).

A lesdo do LCA freqiientemente estd relacionada a alteragdes e adaptagdes na ativacgio
e padrdo de recrutamento muscular, modificando o desenvolvimento de torque do musculo
quadriceps. Os mecanismos que geram essa atividade muscular alterada ainda ndo foram
totalmente esclarecidos. Acredita-se que a falta de informacdes proprioceptivas provocam
inibicdo reflexa do quadriceps e ativagdo facilitada dos isquiotibiais como uma resposta
adaptativa (Fatarelli; Almeida; Nascimento, 2004; Traete; Pinto; Mattiello-Rosa, 2007).

A instabilidade gerada pela perda do ligamento altera os movimentos entre as
superficies articulares, causando traumas na cartilagem em diferentes areas da superficie
articular. Esses micromovimentos sdo reconhecidos pelos condrécitos, que alteram seu estado
metabdlico para responder as tensdes mecanicas (Suh et al., 1999; Mobasheri et al., 2002).
Se as agressdes persistem a cartilagem pode entrar num processo degenerativo, com o
aumento do catabolismo e da inflamacdo articular. Os mediadores inflamatdrios sdo ativados
e da-se inicio a a¢do das proteases na quebra da matriz.

As principais citocinas inflamatérias ligadas a degradacdo da cartilagem sdo a
interleucina (IL) 1 beta (B), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), a IL-6 e a IL-8. A acéo
do fator de transformac@o do crescimento (TGF) [ e da IL-10 na lesdo condral ndo estd bem
clara na literatura (Stannus et al., 2010; Botha-Scheepers et al., 2010; Goekoop et al., 2010;
Valdes et al., 2010; Anitua et al., 2009; Verdier et al., 2005). Entre os fatores catabdlicos
também se encontram as metalopeptidases (MMPs), principalmente a MMP-9 (Gupta et al.,
2007; Milner et al., 2006). A acgd@o proteolitica e inflamatdria resulta em maior liberacdo de
fragmentos da cartilagem (glicosaminoglicanos) no liquido sinovial. Estes fragmentos
presentes no liquido podem ser potencialmente agravantes do quadro de OA (Franco et al.,

2008).
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Sabe-se que as acdes inflamatdrias e proteoliticas sdo determinantes no avango da
lesdo condral, e que a funcdo articular do joelho se altera em contrapartida aos eventos
bioquimicos e moleculares que envolvem a cartilagem, a sindvia e o liquido sinovial. Porém,
poucos estudos relacionam as alteragdes funcionais e os sintomas de dor a presenga dos
biomarcadores articulares. Os tratamentos atuais sao paliativos e visam impedir a progressao
da doencga e proporcionar alivio dos sintomas. As investigacdes dos marcadores inflamatdrios
relacionados a perda da funcdo e & dor podem proporcionar novos estudos e estratégias de
tratamento, principalmente farmacolédgico. Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar a
relacdo da dor e da funcdo com a atividade proteolitica e inflamatéria na degradacdo da

cartilagem, em individuos com lesao cronica do LCA.
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6.2. Materiais e método

6.2.1. Sujeitos

O estudo incluiu 141 sujeitos de ambos os sexos, sendo 119 do sexo masculino e 22 do
sexo feminino com média de idade de 31.98 + 9.98 anos. Entre os sujeitos analisados 30 eram
sauddveis e 111 apresentaram lesdo do ligamento cruzado anterior, associado ou ndo a lesdo
meniscal e a lesdo condral, com graus variando de 0 a 4, de acordo com o ICRS
(Internacional Cartilage Repair Society, 2000). As caracteristicas dos sujeitos sao mostradas
na tabela 1.

Os sujeitos tiveram indicagdo cirdrgica via artroscopica para reconstrugdo ligamentar
e para reparo meniscal, quando necessario. Nenhum voluntério relatou ter feito uso de anti-
inflamatorios (AINEs) nas 3 semanas anteriores da puncao de liquido sinovial.

Para inclusdo no estudo, os sujeitos ndo poderiam ter alteracdes sist€micas cardio-
respiratérias e/ou reumadticas, presenga de amostra de liquido sinovial sanguinolenta, nio
poderiam ter realizado infiltracdes articulares ou ter limitagcdes na amplitude de movimento de
0 a 90 graus.

Os sujeitos foram esclarecidos quanto as razdes do estudo, seus objetivos e
procedimentos e assinaram um termo de consentimento como requerido pela Resolucdo
196/96 do National Health Committee. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Sdo Carlos, registrado no Conselho Nacional de Saide — Protocolo

n° 297/2008.

Tabela 1. Caracteristicas dos grupos com relagcdo ao indice de massa corpdrea (IMC), idade e

tempo de lesdo relatada. Média+ desvio padrao.

IMCz idade lersF;(:an::?a?;da
(Kg/m”) (anos) (anos)

2595+4.19 31.98+£998 3.06+4.70

6.2.2. Escala de dor

A intensidade da dor no joelho acometido foi medida por meio de uma escala visual
analégica (EVA) com valores entre 0 e 10, sendo 0 “auséncia total de dor” e 10 “dor
maxima”. A dor referiu-se a sensacdo dolorosa da ultima semana e a escala foi aplicada

previamente a coleta do liquido sinovial.
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6.2.3. Avaliacd@o subjetiva da funcdo do joelho

Para quantificar as condicdes clinicas e funcionais destes individuos foi utilizado o
formuldrio de avaliagdo subjetiva do Comité Internacional de Documentagdo do Joelho
(IKDC) (Irgang et al., 2001), sendo o escore obtido para cada individuo normatizado,

considerando 100% o valor mais préximo do esperado para individuos sadios.

6.2.4. Numero de afeccoes
Para cada sujeito foi anotado o niimero de afec¢des em estruturas articulares do joelho,
confirmadas pela artroscopia. Da seguinte forma:
1- para lesdo isolada do LCA;
2- para lesdes do LCA+ menisco ou LCA+ condral;

3- para lesdes do LCA+menisco+condral.

6.2.5. Coleta do Liquido Sinovial

A puncdo do liquido sinovial do joelho lesado foi realizada sob anestesia, previamente
as cirurgias. A agulha foi inserida na regido suprapatelar lateral do joelho para coleta do
liquido da bolsa subquadriciptal. A coleta do grupo controle foi feita de maneira semelhante,
porém néo houve intervencao cirtrgica posterior, sendo realizada a limpeza e assepsia da face
antero-lateral, seguida de anestesia local com 0.5 ml de xilocaina a 1%, sem vasoconstritor.
Todos os fluidos foram quantificados em relacdo ao seu volume puro e armazenados em

ependorfes a -80°C em freezer (Forma Scientific) para posterior processamento e andlise.

6.2.6. Avaliac@o Macroscopica da Cartilagem Articular

Para determinar os niveis de lesdo tecidual da cartilagem articular, durante o
procedimento cirtrgico artroscépico, foi utilizada uma ficha de avaliacdo baseada na
classificag@o histoldgica pertencente ao ICRS (Internacional Cartilage Repair Society, 2000),
descrita abaixo:

Grau 0: cartilagem normal

Grau 1: fibrilagdo, irregularidades e fissuras de superficie

Grau 2: irregularidades e fissuras de superficie com profundidade < que 50% da
cartilagem

Grau 3: irregularidades e fissuras de superficie com profundidade > que 50% da
cartilagem

Grau 4: fissuras profundas até o osso subcondral
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A pontuagdo do grau de destrui¢do tecidual foi definida utilizando o pardmetro “Score
maximo”, representado pelo maior grau de lesdo da cartilagem (escala de 0 a 4) encontrado

em qualquer uma das regides dos condilos femoral, tibial, patela e troclea.

6.2.7. Dosagem de Glicosaminoglicanos Sulfatados

A concentragdo de GAGs no liquido sinovial, € uma avaliacdo do rfurnover da
cartilagem (Elsaid et al., 2008). A dosagem foi feita por meio de andlise de absorbancia apds
coloragdo das amostras com azul de dimetilmetileno (DMMB), utilizando o método descrito
por Farndale el al, (1982). O método espectrofotométrico associado ao reagente
dimetilmetileno foi escolhido por ser considerado simples e principalmente especifico para
dosagem de GAGs sulfatadas presentes em tecidos e fluidos corporais.

As amostras de liquido sinovial foram centrifugadas a 14.000g durante 15 minutos em
Centrifuga da marca Eppendorf modelo 5415D. Apéds este procedimento, 1001 do
sobrenadante desta amostra foram digeridos em 10041 de tampao acetato 0.4M pH 5.8
contendo 10mM de EDTA, sendo adicionado imediatamente antes do uso 20mM de N-
AcetilCisteina e Papaina na propor¢do de 300ug por 1ml de liquido sinovial. Apds incubagdo
durante 24 horas a temperatura de 60° C em banho maria, foi adicionado 4cido iodoacético em
uma concentragdo final de 10mM totalizando um volume de 22.2 u 1, que foram centrifugados
durante 4 min a 12.000g. Ao sobrenadante foi adicionado 1 unidade de hialuronidase de
estreptomices. Apds a incubac@o por 12 horas a temperatura de 37°C , também em banho
Maria, foram retirados 100 1. Uma vez que a amostra estava pronta para a dosagem, a
solugcdo de reagente DMMB (2,5ml) foi adicionada ao material e a absorbancia foi lida em
A=526 nm em espectrofotometro, apds alguns segundos.

Para determinar as concentracdes de GAGs foram usadas solucdes de sulfato de

condroitina com concentragdes conhecidas.

6.2.8. Dosagem de proteinas

A concentragio de proteinas foi determinada utilizando-se o kit BCA™ Protein Assays
(Pierce), segundo instrugcdes do fabricante. Esse método é baseado no 4acido bicinconinico
(BCA) para detecgdo colorimétrica e quantificagdo de proteinas totais. Foi construida uma
curva padrdo baseada nas concentragcdes de 25 pug/ml a 2000 pwg/ml de BSA (soroalbumina
bovina). As absorbancias da curva padrdo e das amostras de interesse foram lidas a 562 nm e

a concentragdo protéica foi estimada a partir delas.
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6.2.9. Zimografia

As amostras de liquido sinovial dos sujeitos foram diluidas para uma concentragdo de
2 ug/ml. Iguais quantidades de proteinas totais (30 pwg/poco) foram submetidas a eletroforese
em triplicatas. A técnica de zimografia, conforme descrito por Cleutjens et al. (1995),
consistiu de géis de poliacrilamida a 10% contendo gelatina (Img/ml). Apds
aproximadamente 2 horas de eletroforese, os géis foram lavados 2 vezes durante 30 min em
solugd@o de 2.5% de Triton X-100 para remog¢ao do SDS e em seguida incubado em tampdo de
substrato (Tris-HCL 50 mM pH 8.0, CaCI2 5 mM e NaN3 0.02%) a 37 °C por 24 horas. Ap0ds
este tempo, os géis foram corados com Cromassie Blue por 30 minutos, e entdo, descorados
com &cido acético:metanol:dgua (1:4:5) para visualizag¢do das bandas de atividade.

As amostras também foram incubadas com EDTA (15 mM), para verificar se as
proteases eram metalopeptidases (MMPs), uma vez que o EDTA inibe sua atividade. Para
documentacio, os géis foram fotografados utilizando uma camera (Canon PowerShot G6) e as
bandas de atividade foram analisadas quanto a sua densitometria no software Gene Tool

versdo 3.06 (Syngene).

6.2.10. Deteccdo de citocinas do liquido sinovial

O liquido sinovial foi centrifugado a 1700 g por 10 minutos, retirado o sobrenadante e
também congelado a —80°C.

Ap6s descongelamento, as citocinas foram quantificadas no liquido sinovial de acordo
com instrugdes do fabricante empregando o método de ELISA “sandwich”. As citocinas TNF-
o, IL-1B, IL-6, IL-8, IL-10 e o TGF-f (BD Biosciences) foram detectadas empregando
anticorpos de captura, citocinas-padrdo e anticorpos associados a biotina e amplificados com
avidina-peroxidase. Como substrato foi utilizado TMB e a reacdo foi bloqueada adicionando
dcido sulfirico (1 M de H,SO4) aos pogos. As absorbancias das amostras foram avaliadas em

espectrofotdmetro no comprimento de onda de 450 nm.

6.2.11. Citologia

O liquido sinovial armazenado foi preparado para andlise citoldgica, sendo processado
em cito-centrifuga FANEM®, modelo CITOSPIN® - 248 por 5 minutos, sob uma rotacdo de
1.500g, sendo utilizado 100 pl em cada amostra do recipiente, previamente a cito-

centrifugacdo. Posteriormente o material foi fixado a seco e corado pela coloracdo especial de

May-Griinwald-Giemsa (He et al., 2002; Makowski, Ramsey, 1998; Franco et al., 2008).
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Foram identificadas a presenca e o numero de células polimorfonucleares e
mononucleares do liquido sinovial, através de contagem manual via microscopia Optica. As
andlises das laminas foram feitas por dois avaliadores. O microscépio utilizado foi o
Microscépio de Luz, Axiolab (Zeiss) num aumento de 40X.

O célculo do nimero de campos/laminas para cada sujeito da amostra foi feito a partir
do método estatistico distribuicdo de Bernoulli, no qual foi considerado o nimero total de
campos da lamina para cada sujeito e o nimero de células inflamatérias presentes no liquido
sinovial normal e inflamado (Nagase, 1997; Franco et al., 2008). Este resultado apresenta uma
margem de erro de aproximadamente 3 pontos percentuais para cima ou para baixo, com uma

confianga de 95%.

6.2.12. Analises Estatisticas

O programa utilizado para as andlises foi Statistica for Windows (version 7). Aplicou-
se testes de normalidade (Shapiro Wilk’s W test) e homogeneidade (Levene) para as variaveis
do estudo, sendo indicado testes ndo paramétricos para andlise dos dados. Foi aplicado o teste
ndo paramétrico de correlagdo de Spearman para se obter a relacdo entre as varidveis: IMC,
idade, grau de lesdo condral, nimero de afeccdes, tempo de lesdo, dor, concentragdo de
GAGs, atividade de metalopeptidases, presenca de células inflamatérias, concentragdo de
citocinas inflamatdrias e funcio subjetiva pelos formulario IKDC.

Para todas as andlises estatisticas foi utilizado o nivel de significincia de 5% (p<0.05).
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6.3. Resultados

Dentre os sujeitos do estudo, 30 eram saudaveis, 35 tinham lesdo isolada do LCA, 45
apresentavam duas afeccdes (23 LCA+menisco e 22 LCA+condral) e 31 possuiam trés
afec¢des (LCA+condral+menisco).

A quantidade média de liquido sinovial aspirado foi de 3.34 ml + 4.85 ml. Das
puncdes realizadas, o liquido sinovial apresentou coloragdo amarelo citrino e, em alguns
casos, a presenga de filetes de sangue, devido a contaminacdo da amostra pela agulha
utilizada na perfuragdo da pele para coleta do material.

Quanto a presenga de células inflamatérias por ml de liquido sinovial houve variagdes
no ndmero de células para cada mililitro, variando de 109.3 a 16906.2 (2185.4 + 4221.2)
células MNC/ml e de 0 a 203.1 (66.6 £ 74.3) PMN/ml.

As concentragdes de GAGs apresentaram uma variacdo de concentracio entre 0 pg/ml
e 781.8 ug/ml (150.3 + 163.3)

Todas as bandas encontradas nos géis pela zimografia foram inibidas quando
incubadas com EDTA, indicando realmente se tratar de MMPs, as quais foram identificadas
pelo seu peso molecular. As bandas encontradas foram 72-62 kDa, 92-84 kDa e 130-110
kDa, que correspondem respectivamente a MMP-2, MMP-9 (monomerica) e MMP-9
(heterodimerica). Embora as amostras apresentassem outras bandas das gelatinases, foi
enfatizada a banda ativa, conforme proposta de Marquetti e colaboradores (2008). A média e
o desvio padrido da atividade das MMPs em unidades arbitrarias foram: a) MMP-2 1400280.6
+ 809227.4 U.A.; b) MMP-9 (84kDa) 106693.4 + 136419.4 U.A.; ¢) MMP-9 (110 kDa)
46687.3 + 88397.4 U.A.

Foram detectadas na amostra as citocinas TGF-f, IL1- B, IL-6, IL-8 e IL-10. O TNF-a
ndo foi detectdvel. A IL-10 foi detectada somente em 3% da amostra.

As condicdes clinicas e funcionais dos sujeitos apresentaram um valor médio de 63.90
+ 26.81, segundo o formuldrio de avaliacdo subjetiva do Comité Internacional de
Documentagéo do Joelho (IKDC).

A média da intensidade da dor no joelho, relatada pelos sujeitos, foi de 2.97 + 3.17.

Para fins didaticos, as correlagdes significativas (p<0.05) foram apresentadas em duas
tabelas, a primeira correlacionando as caracteristicas dos sujeitos com a dor e a fungdo do
joelho (tabela 2). A segunda apresentando a correlag@o entre as varidveis: dor, funcdo, idade,
IMC, grau de lesdo, nimero de afec¢gdes e tempo de lesdo com as varidveis inflamatoérias,

proteoliticas e de turnover da cartilagem (tabela 3).
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Tabela 2. Valor de R das correlagdes entre dor e fungdo com as caracteristicas dos sujeitos.

S RN e S e
(score) (ICRS) (anos)
Dor 1 0.41%+%* 0,36%* 0.48*
Funcio IKDC 1 -0.40%*  -0.37*  -0.47*%*  -0,61%*
Idade 1 0.26*%  0.46%* 0.36*
IMC 1 0.30%* 0.28*
Grau de lesao 1 0.77%* 0.32%
N° de afeccdes 1
Tempo de lesdo 1
* p<0.05 e ** p<0.01

IKDC - Comité internacional de documentacdo do jeolho
ICRS - Internacional Cartilage Repair Society

IMC — Indice de massa corpérea

Nas correlagdes entre a funcio e a dor com as caracteristicas dos sujeitos do estudo os
resultados apontaram que a dor e a fung@o estdo mais relacionadas com o nimero de afeccoes
do que ao grau de lesdo condral.

A idade também estd relacionada positivamente a dor e a perda de fungdo e ao
aumento do IMC. Um maior IMC estd relacionado a uma menor funcio da articulagdo do
joelho.

O grau de lesdo condral é mais afetado pela idade e pelo IMC do que pelo nimero de
estruturas lesadas, porém este dltimo € determinante na evolucdo da lesdo na cartilagem, ou
seja, quanto maior o nimero de afec¢des, maior a chance de ter lesdo condral. O tempo de

lesdo também esté relacionado ao grau de lesdo condral, porém em menor intensidade do que

o ndmero de afeccgdes.
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Tabela 3. Valor de R das correlagdes entre as caracteristicas dos sujeitos e as varidveis

inflamatorias, proteoliticas e de turnover . Estdo representados os valores significantes.

Doy W e eSS et I
(score) (ICRS) (anos)

MNC -0.41%*
PMN -0.58%* 0.38%*
GAGs 0.59*%  -0.61** 0.49%  -0.54%*
MMP-2 -0.80**  -0.71**  -0.38%*
MMP-9 84kDa  0.38% 0.44%  0.71*%*
MMP-9 110 kDa 0.43%* 0.70%*%  0.73%**
TGE-B liquido 0.50%*
IL-1 liquido -0.25%
IL-6 liquido 0.50%* -0.49* 0.33% 0.33% 0.37* 0.31*
IL-8 liquido 0.36%* -0.42% 0.38%* 0.47*
IL-10 liquido -0.26*
* p<0.05 e ** p<0.01

IKDC - Comité internacional de documentacdo do jeolho
ICRS - Internacional Cartilage Repair Society

IMC — Indice de massa corpérea

Quando buscamos correlacionar as caracteristicas dos sujeitos com as varidveis
inflamatorias, proteoliticas e de turnover, os resultados apontam que:

A) A dor esta relacionada a concentragdo de GAGs livres (R= 0.59, p< 0.01), a
atividade da MMP-9 (84 kDa) (R=0.38, p<0.05) e a presenca das citocinas inflamatérias IL-6
(R=0.50, p<0.01) e IL-8 (R=0.36, p<0.05), de forma diretamente proporcional.

B) A funcdo da articulagdo do joelho € alterada de forma negativa pela presenca de
células MNC (R= -0.41, p<0.05) e PMN (R= -0.58, p<0.01), pela concentragio de GAGs
livres (R= -0.61, p<0.01) e pela atividade da IL-8 (R= -0.42, p<0.05) e IL-6 (R= - 0.49,
p<0.05)no liquido sinovial.

C) Com o aumento da idade hd uma tendéncia ao aumento da expressdo da MMP-9 de

banda 110 kDa (R= 0.43, p<0.05) e uma tendéncia menor ao aumento da IL-6 (R=
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0.33,p<0.05), enquanto que a IL-1B mostrou uma tendéncia a queda da sua producdo na
populacgdo estudada (R=-0.25, p<0.05).

D) O IMC mostrou uma relagdo positiva com a IL-6 (R= 0.33, p<0.05).

E) O grau de lesdo condral mostrou ser influenciado fortemente pela MMP-9 (110
kDa) (R= 0.70,p<0.01) e moderadamente pela MMP-9 (84 kDa) (R=0.44, p<0.05). Também
mostrou ter uma relagdo positiva pelas IL-6 (R=0.37, p<0.05) e IL-8 (R= 0.38,p<0.05). O
grau de lesdo do tecido cartilaginoso s mostrou correlacdo negativa e forte com a MMP-2
(R=-0.80, p<0.01).

F) O nimero de afec¢des apresentou correlacdo positiva com as células PMN (R=
0.38,p<0.05), com a medida de turnover da cartilagem (GAGs) (R= 0.49,p<0.05), com ambas
as formas da MMP-9 (R=0.71, p<0.01 para a 84 kDa e R=0.73,p<0.01 para a 11- kDa), com
as IL-6 (R= 0.31, p<0.05) e com a IL-8 (R= 0.47,p<0.05). Da mesma forma que o grau de
lesdo condral, apresentou correlacido negativa com a MMP-2 (R=-0.71,p<0.01).

G) O tempo de lesdo apresentou uma correlacio negativa com a concentragdo de
GAGs (R=-0.54,p<0.01), com a atividade da MMP-2 (R= -0.38,p<0.05)e com a IL-10 (R= -
0.26, p<0.05), apresentando correlagéo positiva somente com o TGF-§§ (R0.50,p<0.01).
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6.4. Discussao

A OA ¢ a forma mais comum de artrite das articulagdes sinoviais e resulta de eventos
biolégicos e mecinicos cumulativos que induzem a um desequilibrio entre sintese e
degradac@o dos tecidos articulares (Adamapoulos et al, 2006; Ishiguro, Kojima, Poole, 2002;
Gupta et al, 2007), causando dor, alteracdes funcionais e levando a uma perda gradual da
cartilagem articular de origem multifatorial (Hunter et al., 2006; Barker et al., 2004; Coimbra
et al, 2002). Com base nos resultados pudemos analisar o comportamento de alguns fatores
inflamatorios e proteoliticos associados a perda da funcdo e aos sintomas dolorosos.

O aumento do IMC além de gerar maior sobrecarga articular, também esta relacionado
a atividade de IL-6, uma citocina pré-inflamatdria apontada como agente de degradagdo da
cartilagem (Valdes et al., 2010). Miller e colaboradores (2008) também verificaram que o
ganho de peso esta associado ao aumento da atividade da IL-6, porém da sanguinea.

As correlacdes associadas a dor apontam que ela pode estar relacionada a uma maior
efusdo articular, com aumento de fragmentos de proteoglicanos, aumento da atividade
proteolitica e aumento da liberacdo das citocinas IL-6 e IL-8 no liquido sinovial. Cuellar e
colaboradores (2009) também apontaram para a presenga de IL-6 intra-articular como
possivel geradora da dor ap6s a lesdo meniscal.

Quanto a funcdo da articulacdo do joelho, as correlagdes vistas anteriormente com a
dor se invertem, estando a melhora da fungdo inversamente proporcional a presenca local das
IL-6, IL-8, GAGs e células PMN e MNC. Constatando que a dor é um fator determinante na
piora da funcido relatada pelos sujeitos do estudo.

Na populacido estudada a idade mostrou uma relacdo positiva com a MMP-9 (110
kDa) e com a IL-6 e uma rela¢do inversa com a IL-1B. Goekoop e colaboradores (2010)
verificaram que uma baixa capacidade de produzir estas citocinas foi associada a auséncia de
OA na velhice. Como os sujeitos deste trabalho sdo de uma faixa etdria mais jovem que
aqueles que desenvolvem OA primdria, a IL-1p teve pouca expressdo. Estas duas citocinas
podem ter acdes especificas no processo de envelhecimento, mas serem agravantes na
destrui¢do da cartilagem.

O comportamento da MMP-2 com o nimero de afeccdes e com o grau de lesdo
condral, sugere que a MMP-2 ndo estd envolvida nos processos de degeneragdo da cartilagem,
confirmando estudos anteriores (Franco et al., 2011 submetido; Arican et al., 2000; Gepstein
et al., 2002). J4 a correlacdo da MMP-9 com o grau de lesdao condral, nimero de afecccoes, e

citocinas inflamatdrias do liquido sinovial, aponta que elas podem estar relacionadas com a
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degracdo da cartilagem e manutencio do processo inflamatério articular (Franco et al., 2011
submetido; Gupta et al., 2007; Milner et al., 2006), sendo que a banda 84 kDa estd mais
relacionada com a dor e a 110 kDa com a idade.

Como na populagio estudada o tempo de lesdo teve uma correlacdo positiva com o
grau de lesdo condral, a diminui¢cdo da concentracdo de GAGs com o tempo da lesdo pode ser
resultado de uma grande perda de tecido -cartilaginoso alterando a sintese de
glicosaminoglicanas, como ji foi apontado por trabalho anterior (Franco et al., 2008). O
ndmero elevado de células inflamatdrias e a atividade de citocinas pré-inflamatérias sem
nenhuma correlagdo com o tempo de lesdo apontam para uma manutengdo da inflamacao apds
o periodo agudo do trauma (Frisbie et al., 2008; Franco et al., 2008).

Como tempo de lesdo e nimero de afec¢gdes favorecem o grau de lesdo da cartilagem,
a correlacdo negativa encontrada com a MMP-2 e a IL-10, aponta que estas moléculas ndo
estdo favorecendo a degradagdo da cartilagem. A citocina antiinflamatéria IL-10 ja foi citada
como supressora da inflamacéo (Kim et al., 2000) e este comportamento da MMP-2 corrobora
com estudos prévios (Franco et al., 2011 submetido).

O tempo de lesdo também teve uma relagdo com o TGF-f, porém positiva, indicando
que com o passar do tempo aumenta a atividade do TGF- local. A acdo dessa citocina, tida
como anti-inflamatéria € controversa na OA, pois estudos ja apontaram um aumento de sua
expressdo na doenca (Ning et al., 2010), enquanto outros ndo encontram diferenca da sua
atividade sistémica quando compararam com grupos controle (Nelson et al., 2009). Davidson,
Van der Kraan e Van der Berg (2007) sugerem que o TGF-f3 € essencial para a integridade da
cartilagem, sendo uma poderosa ferramenta na prevencao ou reparo dos danos condrais. No
entanto, a suplementag@o com esta citocina inibe a sua acdo local, causando efeitos colaterais
como formacao de ostedfitos e deixando a articulacdo desprotegida ao avanco da OA. Sendo
assim, um aumento do TGF-B pode ser relacionado a tentativas de reparo da cartilagem
articular.

Os resultados deste estudo também sugerem que o nimero de afecgdes afeta mais a
evolucdo da degradacgéo da cartilagem do que o tempo da lesdo em si, pelo fato de um maior
nimero de estruturas articulares lesadas gerarem maior instabilidade e incongruéncia
articular. Além disso, somado as alteragdes na ativagdo muscular e na propriocep¢do do
ligamento rompido, a inflamacdo articular contribui para a dor e impede a chegada de
informagdes aferentes relacionadas ao movimento e ao senso de posi¢do articular. A redugio

na aferéncia, além de comprometer a realizacdo das atividades de vida didria, reduz a
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coativacdo neuromuscular e diminui a capacidade de absor¢do de choques nas superficies
articulares (Lephart, 2000).

Portanto, mais importante do que o tempo de lesdo ap6s o rompimento do LCA € o
nimero de afec¢des. Sendo assim, a recuperagdo da estabilidade € primordial quando ocorre o
comprometimento de outras estruturas, para evitar os micro traumas recorrentes. Além disso,
os resultados deste estudo mostram que os marcadores bioldgicos locais podem estar
correlacionados com as alteracdes funcionais e com a sensac¢io dolorosa decorrentes da lesao
cronica do LCA. Estes marcadores influenciam os sintomas e a chance de desenvolver
incapacidades funcionais, lesdes condrais e OA pds-traumatica. Os riscos sdo maiores com 0
comprometimento meniscal e condral. A contencdo adequada do processo inflamatério e a
inibi¢do da atividade da IL-6, IL-8 e MMP-9 (84 kDa) pode levar a um alivio dos sintomas

dolorosos e consequentemente a uma melhora da percep¢ao da fungdo do joelho.
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6.5. Conclusao

A dor e a fungdo estdo relacionadas a atividades proteoliticas e inflamatdrias do
ambiente articular, principalmente a atividade da IL-6, IL-8 e a MMP-9 (84 kDa).
Dependendo da expressividade destes biomarcadores e da interacdo entre eles hé piora da dor

e da funcdo e aumentam os riscos de desenvolver OA.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E ENCAMINHAMENTOS FUTUROS

Nas condi¢des experimentais realizadas os resultados apontaram que inflamacio
articular e sistémica estdo presentes nos portadores de lesdo cronica do LCA. Esta inflamacéo
€ determinada pela presenca de citocinas sistémicas e locais, pela atividade das MMP-9 e pelo
influxo de neutréfilos (PMN) na articulagdo. Ha possibilidade de uma tentativa de reparo, pela
IL-10, pela MMP-2 e pelo TGF-B, porém o catabolismo ainda supera o anabolismo e as
tentativas de reparo sdo insuficientes para conter a degradagdo da cartilagem.

As citocinas envolvidas na degradagdo da cartilagem dos sujeitos com les@o cronica
do LCA foram a IL-12, a IL-6 e a IL-8, sendo que as duas tltimas também foram relacionadas
a dor e a perda da funcdo nestes individuos. As citocinas consideradas pecas chave na OA
instalada (IL-1B e TNF-a) foram pouco detectadas na amostra estudada.

Desta forma, os marcadores bioldgicos (MMPs, citocinas, células inflamatdrias e
GAGSs) podem estar correlacionados com as alteracdes funcionais e com a sensagdo dolorosa
decorrentes da lesdo cronica do LCA, influenciando os sintomas e a chance de desenvolver
incapacidades funcionais, lesdes condrais e OA pds-traumatica.

O risco para o desenvolvimento da OA € maior com o comprometimento meniscal e
condral, pois o nimero de afeccdes foi fator de risco mais importante do que tempo de lesdo.
A recuperagdo da estabilidade é primordial quando ocorre comprometimento meniscal, para
evitar micro traumas recorrentes, porém, a reconstrucao ligamentar ndo exclui a possibilidade
de desenvolver OA. Portanto, algumas questdes ainda carecem de investigacdes para serem
respondidas, como por exemplo, a expressdo dos biomarcadores inflamatdrios, sist€émicos e
locais, nos sujeitos com LCA reconstruido cirurgicamente. E ainda, a acdo de farmacos na
atividade inflamatoria e proteolitica destes individuos.

Quanto ao potencial dos biomarcadores avaliados e a classificacio BIPED,
encontramos que:

a) Queda na concentragdo de TGF-f sistémica pode ser sugestiva de lesdo condral

leve, compativel com marcador de diagndstico de lesdo condral.

b) Queda nos niveis de IL-12 sistémica podem sugerir lesio de LCA ou condral,

compativel com marcador investigativo, pois ndo diferencia os tecidos lesados.

¢) Aumento da IL-8 no soro sugere lesdo condral, devido a sua correlacdo com a IL-8

local, porém também pode ser considerada um marcador investigativo, pela baixa

especificidade.
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d) Aumento na concentracdo de IL-6 ou IL-8 no liquido sinovial € sugestivo de
lesdo aguda do LCA ou, no caso de lesdo cronica, a manuten¢o dos niveis de IL-6
e IL-8 ¢é sugestivo de lesdo condral (moderada a severa). Desta forma, ha
possibilidade de ambas citocinas serem consideradas marcadores de diagndstico
do rompimento do LCA apds entorse agudo ou marcadores de gravidade da
doenga, indicando graus mais avancados de lesdo condral em sujeitos com lesdao
cronica do LCA.

e) Aumento da IL-12 no liquido sinovial aponta para presenca de lesdo condral,
independente da gravidade, indicando a possibilidade da marcacdo diagndstica
para comprometimento da cartilagem.

f) Aumento de GAGs livres sugere quebra da rede de colageno, sendo um marcador
investigativo que pode auxiliar no entendimento de outros marcadores.

g) Aumento de MMP-9 pode indicar degradagdo da MEC da cartilagem, porém sem
diferenciagéo de graus de comprometimento, sugerindo um marcador diagndstico.

Ressaltamos que mais estudos devem ser feitos para confirmacido destes potenciais

biomarcadores.

Enfim, a func@o articular do joelho se altera em contrapartida aos eventos bioquimicos

e biomoleculares que envolvem a cartilagem, a sindvia e o liquido sinovial. Concluimos que,
o controle da inflamacdo e da producdo das citocinas envolvidas na lesdo condral devem ser
feitos imediatamente ap6s a lesdo do LCA e devem persistir por muito tempo apds o trauma,
na tentativa de evitar ou controlar o desenvolvimento da OA pés-traumdtica. Novas
estratégias farmacoldgicas e terapéuticas devem ser estudadas, pois a cascata de degradacdo
da cartilagem tem inicio apds o rompimento do LCA e néo € interrompida durante o periodo

cronico da lesdo.
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Correlation Between Inflammatory Cells and Sulfated
Glycosaminoglycan Concentration in Synovial Fluid of
Subjects with Secondary Knee Osteoarthritis

RENATA N. FRANCO, PAULO FA. CINTRA NETO, EDSON R. PIMENTEL, MOISES COHEN,

GEOVANE E.G. LIMA, and STELA M.G. MATTIELLO-ROSA

ABSTRACT. Objective. To analyze the presence of inflammatory cells in the synovial fluid (SF) of subjects with

osteoarthritis (QA) and correlate them with the concentration of sulfated glycosaminoglycan (GAG).
Methods. The degree of chondral injury from 20 subjects (17 men, 3 women, mean age 48.06 +
14.35 yrs) was evaluated macroscopically by means of arthroscopy and graded according to the
International Cartilage Repair Society classification. All subjects presented anterior cruciate liga-
ment (ACL) injuries, associated or not to menisci injuries. SF was aspirated and centrifuged.
Sulfated GAG concentration was quantified by dimethylene blue staining. Manual morphometry was
used to determine the inflammatory cell count (mononuclear and polymorphonuclear) by optical
microscopy, after staining with May-Griinwald-Giemsa. The time of injury and degree of chondral
injury were considered, and correlations among the variables were obtained by Spearman nonpara-
metric correlation test.

Results. There was no significant correlation between the amount of mononuclear cells and the GAG
concentration. There was a significant positive correlation between the polymorphonuclear cells and
the GAG concentration, and a significant negative correlation between the degree of chondral injury
and the GAG concentration.

Conclusion. Polymorphonuclear cells may be either a cause or an effect in the metabolic and bio-
chemical processes occurring in chondral injuries. The correlations support the hypothesis that
inflammatory cells have a significant role in the progression and chronicity of chondral injury in

secondary OA. (First Release April 15 2008; J Rheumatol 2008;35:1096-101)

Key Indexing Terms:
OSTEOQARTHRITIS

INFLAMMATION

SULFATED GLYCOSAMINOGLYCANS

MONONUCLEAR AND POLYMORPHONUCLEAR LEUKOCYTES

Osteoarthritis (OA), the most common form of synovial
joint arthritis, is the cumulative result of biological and
mechanical events that generate an unbalanced situation
between synthesis and degradation in joint tissues'2. The
disease, which frequently affects knee joints, may be sec-
ondary to meniscus and ligament injuries, and, in this case,
can affect young, adult, and elderly subjects.

OA is a complex process including multiple changes in
joint components, such as cell and extracellular matrix!, and
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is defined as a progressive degenerative disease rather than
an inflammatory disease. However, the existence and rele-
vance of inflammatory changes in the synovial membrane
have been described by many investigators2®. It is supposed
that synovitis in arthritic joints has a role in pain, joint
inflammation, and cartilage degeneration®’-8, thus being a
determinant of OA pathophysiology*®. As degradation of
cartilage begins, synovial and inflammatory cells act as
phagocytes, engulfing tissue breakdown products released
into the synovial fluid (SF), and secrete proinflammatory
cytokines such as interleukin 1 (IL-1), IL-6, and tumor
necrosis factor-oo (TNF-ct), the latter being principally
involved in the onset of OA!. These cytokines are respon-
sible for increased levels of nitric oxide and prostaglandins,
described as mediators for inflammation and cartilage
destruction>®!!_ The presence of these components in joint
fluid stimulates the proteolytic action of the inflammatory
cells, resulting in release of larger fragments into the SF,
closing a cycle that can perpetuate the OA process and pro-
gression of the disease!Z13,

Chondrocytes are able to synthesize a variety of proteo-
lytic enzymes, such as matrix metalloprotease (MMP). The
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proteolytic cascade responsible for degradation involves
collagenases (MMP-1, MMP-8, MMP-13), gelatinases
(MMP-2:A, MMP-9:B), and stromelysins 1 (MMP-3), 2
(MMP-10) and 3 (MMP-11)14-16, The rise in proteolytic
activity is considered to be the primary cause of pathologi-
cal cartilage destruction in OA, especially that caused by
members of the metalloprotease family, which are directly
involved in extracellular matrix breakdown!”. They also
have an important role in inflammatory processes to fight
injury and maintain tissue turnover'®. Polymorphonuclear
(PMN) cells are sources of powerful oxidants and proteolyt-
ic enzymes, including elastase and active metalloprotease,
that are capable of degrading intact cartilage!®.

Moore, et al* reported the relationship between PMN
cells and extracellular matrix glycosaminoglycans (GAG),
when they identified the presence of a neutrophilic infiltrate
after intradermal injection of GAG in rats. Thus the products
of the breakdown of the cartilaginous matrix by PMN cell
enzymes are liberated into the SF and may be chemotactic
to the PMN leukocytes themselves, thus perpetuating joint
tissue injuriesm. As well, the mononuclear cells (MNC)
have an injurious effect in joint cartilage. Immunohisto-
chemical studies have confirmed that synovial tissue from
patients with early OA is characterized by MNC infiltration
and production of proinflammatory cytokines and mediators
of joint damage?. In addition, blood vessel formation and
expression of proinflammatory mediators and nuclear tran-
scription factors are overexpressed in early OA3,

Variations in the cellular and humoral composition of the
SF reflect changes in the synovial tissues?, During the
destructive process in the extracellular matrix, there is an
increase in its concentration due to the presence of macro-
molecules resulting from the breakdown of the cartilage,
such as proteins, proteoglycan fragments, GAG, collagen,
inflammatory cells, and free chondrocytes or their cellular
components?2-25,

The concentration of sulfated GAG in synovial liquid has
been investigated in various joint diseases, being considered
as joint markers that can reflect the metabolism of the joint
tissue under both normal and pathological conditions, in
which its concentration is modified®®. However, few studies
have related the presence of leukocytes in the SF with carti-
laginous matrix products, particularly in OA. In synovitis,
PMN cells are found in both the SF and the synovial mem-
brane, and may adhere to the joint surface and thus attack
the cartilage directly?’. Nevertheless, the presence of
inflammatory cells in ligamentous knee injuries should be
restricted to the post-trauma acute period. Therefore,
because of the injurious and amplifying role of inflamma-
tion, there are many reasons to study the behavior of PMN
and MNC associated with products of cartilaginous matrix
breakdown such as GAG.

Our aim was to analyze the existence of inflammation in
SF from the presence of inflammatory cells (MNC and

&9

PMN), and correlate this with a biological marker of carti-
laginous metabolism, in this case the concentration of sul-
fated GAG, taking into account the time of injury and the
degree of chondral injury of knees in secondary OA caused
by ACL injury.

MATERIALS AND METHODS

Subjects. Forty-four subjects of both sexes took part in this study. Twenty-
four were excluded as follows: they presented with systemic, cardiorespi-
ratory, or rheumatic conditions: absence of SF during collection; the pres-
ence of osteomyoarticular disease in the healthy lower limb as reported by
the subject; had undergone joint infiltration: had a limited range of motion
between 0 and 90°; or had a time from injury < 4 weeks or > 14 months.

According to the criteria, 20 subjects were selected (17 men, 3 women,
average age 48.06 £ 14.35 yrs). The subjects presented 2, 3, and 4 degrees
of chondral injury, according to the International Cartilage Repair Society
(ICRS) classification®®,

All the subjects presented chondral injuries, secondary OA, due to trau-
ma involving the ACL. associated or not with the menisci, with an average
time from injury of 118.23 £ 109.37 days. The subjects underwent clinical
and imaging evaluation and surgery was ordered by the physician responsi-
ble for the arthroscopic repair of the injured structure.

The subjects had used nonsteroidal antiinflammatory drugs, but discon-
tinued them for 2 to 3 weeks prior to their SF puncture, and no subject
reported recurrent trauma during the previous month.

Evaluation record forms were filled in for all the subjects prior to data
collection to assure that the inclusion and exclusion criteria were met. The
aims and procedures of the study were explained to the subjects and they
gave signed informed consent as required by the 196/96 resolution of the
National Health Committee. The study was approved by the Ethics
Committee for Research with Human Beings of the Federal University of
Sao Carlos (National Health Committee protocol no. 143/04).

Synovial fluid aspiration. SF was collected from the injured knee by means
of punctures prior to surgery. The anterolateral face of the injured knee was
first shaved and anesthetized. A needle was inserted into the lateral supra-
patellar knee region in order to collect fluid from the subquadricipital bursa.

All fluids were quantified for volume and divided into 3 samples for
storage at —70°C until analysis.

Macroscopic evaluation of joint cartilage. After puncture for SF, the same
surgeon described the macroscopic aspects of the joint surface, trochlea,
patella, tibial and femoral condyles, medial and lateral menisci, and the
ACL during the arthroscopic procedure.

To determine the degrees of tissue injury of the joint cartilage, an eval-
uation record was used, based on the ICRS histological classification8,

Scoring of the degree of tissue destruction was defined using the “max-
imum score” pattern, represented by the greatest degree of cartilage injury
(0 to 4 scale) found in any one of the femoral or tibial condyles, patella, or
trochlear regions.

To analyze the results of the macroscopic evaluation of the joint carti-
lage. the highest score found for each subject was used. not taking into
account the area size or number of foci.

Evaluation of sulfated GAG. The sulfated GAG concentration in SF was
evaluated by means of absorbance analysis after staining with dimethyl-
methylene blue (DMMB), using the method described by Famdale, et al®”.
The spectrophotometric method associated with the dimethylmethylene
reagent was chosen for simplicity and specificity for measurement of sul-
fated GAG in tissues and body fluids.

SF samples were centrifuged at 14,000 g for 15 min in a model 3415D
Eppendorf centrifuge: 100 pl aliquots of the sample supernatants were then
digested in 100 pl 0.4 M acetate buffer, pH 5.8, containing 10 mM EDTA,
20 mM of N-acetyleysteine, and papain added immediately before use in
the proportion of 300 pg per 1 ml SE After incubation in a double-boiler at
60°C for 24 h, iodoacetic acid was added to a final concentration of 10 mM,
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for a total of 22.2 pl. then centrifuged 4 min at 12,000 g. One unit of strep-
tomyces hyaluronidase was then added to the supernatant. After incubation
in a double-boiler at 37°C for 12 h, 100 pl were removed. When the sam-
ple was ready for measurement. DMMB reagent solution (2.5 ml) was
added to the material and the absorbance was read at A = 526 nm in a spec-
trophotometer after a few seconds.

Chondroitin sulfate solutions of known concentrations were used to

determine the concentrations of sulfated GAG.
Cytology. Stored SF was prepared for cytologic analysis after thawing at
room temperature. The material (100 pl sample from each subject) was
processed in a Fanem® Citospin-248% cytocentrifuge for 5 min at 1500
rpm. The material was then dry-fixed and stained by the special May-
Griinwald-Giemsa procedure?”-0.

The numbers of PMN and MNC in SF samples were determined by
manual counting via optical microscopy. Two evaluators carried out the
slide analysis using magnification x40 with an Axiolab light microscope
(Zeiss).

Calculation of the number of fields/slide for each sample was based on

the Bernoulli distribution statistical method, in which the total number of
slide fields for each subject and the number of inflammatory cells present
in normal and inflamed SF were taken into account. It was decided that at
least 30 fields be sampled for each subject for subsequent reading under the
light microscope. Thirty-two fields/subject were analyzed, for a total of
1216 fields evaluated. This result presented a margin of error of £ 3 per-
centage points, with 95% of confidence.
Statistical analysis. Analysis was by use of Statistica for Windows (version
6.0). The tests for normality (Shapiro Wilk’s W test) and homogeneity
{Levene) were applied to the variables, and nonparametric tests were indi-
cated for data analysis. To evaluate correlation between results obtained by
the 2 observers, the nonparametric Spearman test with R = 0.8 and p = (L05
was applied. This same test was applied to determine the relationships
among GAG concentrations, quantity of inflammatory cells, degree of OA,
and time after injury.

For all statistical analyses, a significance level of 5% was considered
(p = 0.05).

RESULTS

All the subjects presented degrees of chondral injury
between grade 2 and 4. Seventeen of them had meniscal tears
and 11 had ACL injury associated with the cartilage injury.
The average amount of SF aspirated was 5.9 £ 5.4 ml

The SF samples presented a citric yellow coloration. In
some cases there were streaks of blood present due to sam-
ple contamination by the needle. There was considerable
variation of number of inflammatory cells per ml SF, from
117.2 to 25,359.4 MNC cells/ml and from 0 to 421.9 PMN
cells/ml.

Sulfated GAG concentrations varied between 25.2 pg/ml
and 314.8 pg/ml. Table 1 shows values for the variables
studied.

As shown in Table 2, PMN and MNC cells had a positive
moderate correlation (r = 0.82, p = 0.0001). There was no

Table 1. Mean (= SD) for study variables.

90

significant correlation between the MNC cells and GAG
concentrations. However, a significant positive correlation
between PMN cells and GAG concentrations was found (r =
0.60, p = 0.01; Figure 1). A significant negative correlation
(r=-0.62, p=0.003) was identified between the GAG con-
centration and the degree of chondral injury (Figure 2).

No correlation was found between the degree of chondral
injury or time from injury and the measures of MNC or
PMN cells.

DISCUSSION

Normal SF contains only about 10 to 20 inflammatory
cells/ml, with a predominance of MNC cells, only 10% of
the total being PMN cells?!. In the SF samples from joints
showing chondral injury evaluated in our study it can be
considered that the concentrations of cells, 117.2 to
25,359.4 MNC/ml and 0 to 421.9 PMN/ml, are characteris-
tic of an inflammatory joint process.

According to Yanni, ef al*? there is a correlation between
the number of synovial membrane macrophages and the
degree of cartilage erosion. The macrophages would be
responsible for amplifying the chronic inflammation
through the release of cytokines by the inflammatory
cells’3*. The release of cytokines such as IL-1, IL-8, and
TNF-c by macrophages during the inflammatory process
stimulates leukocytes to pass through the endothelial wall
and participate actively in angiogenesis. The release of IL-1,
IL-6, and TNF-ct by synovial macrophages also stimulates
the release of collagenase and elastase, which have an
important role in joint tissue destruction3!. Benito, et ai’®
found an increase in the amount of MNC infiltrate in the
early stages of OA, a phase in which other investigators have
described a greater GAG concentration-37. However, in
our samples, there was no significant correlation between
MNC and the GAG concentration, although the latter did
show a significant correlation with PMN, and PMN present-
ed a strong correlation with MNC.

Moore, et ai?? described one possible mechanism for the
influx of inflammatory cells; their studies showed that GAG
may be chemotactic to neutrophils. Once these fragments
are in contact with joint cartilage, the PMN would stimulate
greater matrix breakdown through the release of neu-
trophilic enzymes and stimulation of metalloprotease activ-
ity, which leads to greater tearing of cartilage components.
These degraded components would be released into the SF
and then engulfed by inflammatory cells acting as phago-

Age, yrs Time from GAG, MNC, PMN,
Injury, days pgfml no. of cells/ml no. of cells/ml
48.06 = 14.35 118.23 = 109.37 124.96 + 75.82 5255.9 + 83749 152.34 + 122.74

GAG: glycosaminoglycans, MNC: mononuclear cells, PMN: polymorphonuclear cells.
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Table 2. Correlations among the study variables (r value).

MNC PMN GAG Time from Degree of
Injury Chondral Injury
MNC 1.000 0.826%* 0.335 -0.146 -0.188
PMN 0.826%* 1.000 0.602% -0.192 -0.255
GAG 0.335 0.602* 1.000 -0.167 —0.626%*
Time from injury -0.146 -0.192 -0.167 1.000 0.456
Degree of chondral ~ —0.188 —0.255 -0.626%* 0.456 1.000

injury

*p< 0.05;** p< 0.001. For definitions see Table 1.

GAG, mg/ml

omazzEEEIE HHERERESY

PMN, cells/ml

Figure 1. Number of polymorphonuclear cells (PMN) in relation to sulfat-
ed glycosaminoglycan (GAG) concentration (r = 0.60, p = 0.01).

350

GAG, mg/ml

1B 20 22 24 26 ZE 30 32 34 3F 38 40 42
Degree of Chondral Injury

Figure 2. Sulfated glycosaminoglycan (GAG) concentration in relation to

the degree of chondral injury in subjects with cartilage injury classified as

International Cartilage Repair Society (ICRS) grade 2to 4 (r=-0.62,. p=
0.003).

cytes, which would thus secrete more cytokines and inflam-

matory mediators, perpetuating the OA process'gmjs‘m.
Our data also showed a negative correlation between the

degree of chondral injury and the concentration of sulfated
GAG, which means that with lower degrees of cartilage
injury, the GAG concentration was higher. Other authors
have also found an inverse relationship between the degree
of chondral injury and the average GAG concentration in SF,
stating that greater degrees of cartilaginous degeneration
tended to present a decrease in the proteoglycan concentra-
tion. This relationship probably results from the reduction in
the amount of cartilaginous tissue in the joinlﬁ'y"”“.

Stefanie, ef al? evaluated changes in the macroscopic
aspects of OA, such as radiographic alterations and clinical
signs, comparing the action of inflaimmatory mediators, and
found no correlations between them?. Our results showed a
correlation between the molecular indicators of cartilage
injury (proteoglycan fragments, GAG) and the inflam-
matory cells present in SF. However, as noted by Stefanie,
et al’, morphological alterations such as a decrease in joint
space and the presence of osteophytes had already
occurred, but in our study these alterations had not yet
occurred. Perhaps methods of early diagnosis should be
improved and focused on the joint microenvironment, as
suggested by Lohmander, et a3,

It is known that the presence of PMN cells contributes to
degradation of GAG!?, although chemotaxis of the PMN in
the joint environment in individuals with chronic ligament
injury and who are not in the trauma period is undetermined.
In this type of population it was expected that the inflam-
matory process must exist only after trauma, which was not
the case, because the presence of PMN and MNC was
observed in the individuals without symptoms who were
studied. A possible mechanism for the perpetuation of
inflammatory cells is the positive correlation between the
GAG and PMN. The instability generated by ligament loss
alters the movements between joint surfaces, causing trauma
in the cartilage in different areas of the joint surface.

These micro-movements are acknowledged by the chon-
drocytes, and when these cells sense perturbation in the tis-
sue they alter their metabolic state in order to respond to the
mechanical stress***>, This alteration is identified in the SF
since it reflects the entire cartilage environment. The pres-
ence of proteoglycan fragments and GAG in the joint envi-
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ronment results in activation of mechanisms for the absorp-
tionfremoval of these fragments. Considering that micro-
traumas are frequent, an unbalanced situation between GAG
synthesis and reabsorption in the joint environment would
increase the concentration of GAG, and therefore the mech-
anism of chemotaxis between the GAG and PMN would be
activated and maintain the presence of the inflammatory
cells. Moore, ef al?? also described this mechanism.

Consequently, if aggression processes in the tissue are
maintained, the cartilage starts its degenerative process and
therefore its thickness will gradually be lost, leading to OA.
Thus in cases of severe chondral injury, such as OA, the
decrease in GAG would be directly related to the absence of
chondrocytes, which are responsible for synthesis of the
extracellular matrix.

Our results verify that inflammation of the SF is of great
relevance in the metabolic and biochemical processes occur-
ring in the joint after mechanical trauma. Consequently, pri-
mary care in cartilage maintenance, such as the control of
joint inflammation, would appear to be instrumental in
avoiding perpetuation of the degenerative process'z. Thus in
patients with focal chondral injury resulting from trauma
who are symptom-free, the presence of GAG would be an
indication of cartilage metabolic activity, and this would
enable therapeutic intervention. As a result, on a longterm
basis, perpetuation of the presence of GAG in the SF would
lead to an amplifying effect of the injury through leukocyte
chemotaxis. Therefore, control of micro-traumas and recur-
rent traumas such as joint sprains would seem to be funda-
mental to the health of the joint cartilage.

Knowledge of the interactions between inflammation,
biomechanics, and the behavior of cartilage biomarkers may
lead to understanding of the etiopathogenesis and progres-
sion of OA, providing new therapies for this disease.

Our results showed a positive correlation between the
increase in concentration of sulfated GAG and the presence
of inflammatory cells, mainly PMN, in the joint environ-
ment of individuals with chondral injury due to trauma
involving the ACL, sometimes associated with the menisci,
and who were not in the post-trauma acute stage: our find-
ings suggest that the presence of PMN cells in the joint envi-
ronment is perpetuated by the chemotactic action of the
GAG concentration. The progressive degeneration of the
cartilage is amplified by an inflamed environment and by
the loss of GAG due to recurrent micro-traumas, which can
favor perpetuation of the cycle of inflammation, leading to
premature development of secondary OA.
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APENDICE B - Termo de consentimento
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
© DEPARTAMENTO DE FISIOTERAPIA
; Laboratério de Andlise da Fungdo Articular
UFL:‘IO-}{ﬂ Prof®. Dr.* Stela Marcia Mattiello Gongalves Rosa
Via Washington Luiz, Km 235 - C.P.676 - 13565-905 -

Sao Carlos/SP - Brasil
TEL: (16) 3351-8039-FAX: (16)3361-2081

Nome do projeto: EXPRESSAO DE CITOCINAS E CELULAS INFLAMATORIAS NO
SANGUE E NO LIQUIDO SINOVIAL DE INDIVIDUOS COM OSTEOARTRITE
SECUNDARIA E SUA RELACAO COM AS ALTERACOES MORFOLOGICAS E COM A
PRESENCA DE BIOMARCADORES DO METABOLISMO DA CARTILAGEM

Responsaveis:

Prof*.Dr*.Stela Mércia Mattiello Gongalves Rosa — Orientadora e Coordenadora do Projeto

Ms. Renata Nogueron Franco— Fisioterapeuta - Aluna de Doutorado

Eu, , RG n° , residente a
n.° , bairro , na cidade de
, estado , declaro que fui convidado a

participar da pesquisa acima citada e estou consciente das condi¢des sob as quais me submeterei
detalhadas a seguir:

Objetivo: O objetivo desse estudo serd avaliar se existe ligagdo entre as alteragdes na
cartilagem articular do meu joelho identificadas pelo exame de ressonincia magnética e/ou
artroscopia e os marcadores inflamatdrios do sangue e liquido sinovial do meu joelho para que seja
possivel melhorar o diagnéstico e tratamento precoce da osteoatrite (artrose).

Justificativa: Sei que a coleta de sangue e de liquido sinovial fornecerdo maiores
informagdes sobre a articulagdo do joelho comprometido e o grau de comprometimento da minha
cartilagem. Assim como, essas novas informacdes auxiliardo novos estudos, o entendimento da
osteoartrite e o tratamento de futuros pacientes com lesdes de cartilagem iguais ou de maior
intensidade que as minhas. Portanto, sei do objetivo desse estudo em investigar uma acdo
preventiva para impedir a progressao da osteoartrite em futuros tratamentos.

a) Estou ciente de que o liquido do meu joelho e uma amostra de 4ml de sangue serdo
estudados em laboratério. Para isso, serei submetido a uma pungdo articular, ou seja, o liquido do
meu joelho serd aspirado através de uma seringa e agulha por médico cirurgido ortopedista. E o

sangue do meu brago serd coletado por enfermeira treinada com material descartdvel e estéril.
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b) Minha identidade serd preservada em todas as situacdes que envolvam discussdo,
apresentacdo ou publicacdo dos resultados da pesquisa, a menos que haja uma manifestacdo da
minha parte por escrito, autorizando tal procedimento.

c) Nao receberei qualquer forma de remuneracdo pela minha participa¢do no experimento, e
os resultados obtidos a partir dele serdo propriedades exclusivas dos pesquisadores, podendo ser
divulgados de qualquer forma, a critério dos mesmos.

d) Durante a aspiracdo do liquido do meu joelho, estou ciente de que posso experimentar a
sensacdo de uma picada de inseto e leve ardéncia, que corresponde a inje¢do de anestesia, € um
incdmodo ou pressdo, pela puncdo do liquido. Sei que posso sentir o local dolorido apds a pungao e
devo evitar atividade fisica e esforcos. Durante a coleta de sangue, estou ciente que experimentarei
a sensacgdo de picada da agulha, assim como em exames de sangue convencionais.

e) Fui informado dos passos, riscos e objetivos do procedimento.

f) A minha recusa em participar do procedimento ndo me trard qualquer prejuizo, estando
livre para abandonar o experimento a qualquer momento.

Declaro que entendi os objetivos, riscos e beneficios de minha participagdo na pesquisa e
concordo em participar.

O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa em
Seres Humanos da UFSCar que funciona na Pré-Reitoria de Po6s-Graduacdo e Pesquisa da
Universidade Federal de Sdo Carlos, localizada na Rodovia Washington Luiz, Km. 235 - Caixa
Postal 676 - CEP 13.565-905 - Sdo Carlos - SP — Brasil. Fone (16) 3351-8110. Endereco

eletronico: cephumanos@power.ufscar.br

de de

Assinatura do Voluntario

Responsaveis:

Prof®.Dr.*Stela Marcia Mattiello Gongalves Rosa Ms.Ft Renata Nogueron Franco

Orientadora e Coordenadora do Projeto
! Aluna de Doutorado

Telefone para contato: Prof*.Dr*.Stela—> (16) 3351-8039 ou Ft. Ms.Renata = (19) 3442-3200/
(19) 8194-6098



97

APENDICE C - Informagdes do voluntério




INFORMACOES DO VOLUNTARIO I.II =X

Data: / / Sigla: Codigo:
Nome: Idade:
Data de nascimento: / / Peso: Altura:

Sexo: () Fem () Masc. Afeccao:

Origem:

Lado acometido: ( )E( )D OBS:

Data da lesao: / / tempo de lesao:

Presenca de afeccio sistémica, cardio-respiratéria ou reumatica: () Sim () Nao

Uso de antiinflamatérios: ( ) Sim () Nao. Qual:

Tempo de utilizacao: Dosagem:

Numero de entorses recorrentes: Data do ultimo:

Realizou fisioterapia pré-operatoria: ( ) Sim () Nao
Exames complementares no joelho:( ) Radiografia ( )RM ( )Cintilografia ( )TC

( )Avaliacao Isocinética . OBS:

Grau de lesao condral pela RM:

Grau de lesao condral pela artroscopia:

Lado acometido:

Coloracao: Volume total:
Ependorf 1 - citologia: Volume:
Ependorfe 2 — Interleucinas: Volume:
Ependorfe 3 - GAGs: Volume:
Ependorfe 4 — Metalo: Volume:
Ependorfe extra: Volume:

Sangue coletado: ( ) Sim () Nao.

Lysholm OBS:

IKDC:

OBS:
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ANEXO A - Aprovagdo do comité de ética




UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAOQ CARLOS
PRO-REITORIA DE POS-GRADUA(;AO E PESQUISA
- Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
U'F[:I"rﬂ Via Washington Luis, km. 235 - Caixa Postal 676
Fones: (016) 3351.8109 7 3351.8110
Fax: (016) 3361.3176
CEP 13560-970 - Sao Carlos - SP - Brasil
propg@power.ufscarbr - hiip weess prope nfsear br
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CAAE 0071.0.135.000-08

Titulo do Projeto: EXPRESSAO DE CITOCINAS E CELULAS INFLAMATORIAS NO SANGUE E NO LIQUIDD
SINOVIAL DE INDIVIDUQS COM OSTEOARTRITE SECUNDARIA E SUA RELACAD COM ALTERAGDES
MORFOLOGICAS E COM A PRESENCA DE BIOMARCADORES DO METABOLISMO DA CARTILAGEM.
Classificagdo: Grupo 111

Pesquisadores (as): _Renata Nogueron Franco, Profé Dr2 Stelz Marcia Mattiello G. Fosa {(Onentadora)
Dr, Moisés Cohen (Co-orientador]}

Dr. Mario Ferreti (colaborador

Parecer N©°. 297/2008

1. Normas a serem seguidas
» O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidade (Res. CNS 196/96 -
tem IV.1.f) e deve receber uma copia do Termo de Consentimento Livre € Esciarecide, na integra, por
ele assinado (Item IV.2.d}.
+ O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protacolo aprovado e descontinuar
o estudo somente apos andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou (Res. CNS Item
111.3.z), aguardando seu parecer, excetoc guando perceber risco ou dano n3o previsto ao sujeito
participante ou quando constatar a superioridade de regime coferecido & um CGs grupos da pesquisa
(Item V.3} que requeiram agdo imediata.
* O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes
que alterem o curso normal do estudo (Res. CNS Item V.4), E papel do pesquisador assegurar medidas
imediatas adequadas frente a evento adverso grave ocorride (mesmo que tenha sido em outro centro) e
enviar notificagdo ao CEP e a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria — ANVISA - junto com seu
posicionamento.
« Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Em caso de projetos do
Grupo I ou 11 apresentados anteriormente 3 ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envid-las
também a mesma, junto com o parecer aprobatdrio do CEP, para serem juntadas ao protocole inicial
{Res. 251/97, item I11.2.e}.
* Relatorios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente em __ / [/ e ao
término do estudo.

2. Avaliacao do projeto

O Comité de Etica em Pesquisa em Seras Humangos da Univarsidade Federa! de
Sac Carlos (CEPfUFSCar) analisou 0 projeto de pesquisa acima identificado e considerando os pareceres
do relator e do revisor DELIBEROU:

A proposta de estudo apresentada atende as exigéncias éticas e cientificas
fundameritais previstas na Resolugdo 196/96, do Consatho Nacionat de Saude.

3. Conclusdo:
Projeto aprovado

Sao Carlos, 16 de jutho de 2008.

Paiva de Sousa
ra do CEP/UFSCar
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ANEXO B - Formuldrio de avalia¢do subjetiva do joelho
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FORMULARIO DE AVALIAGAO SUBJETIVA DO JOELHO
COMITE INTERNACIONAL DE DOCUMENTAGAO DO JOELHO (IKDC, 2000)

Nome: Sexo: F___ M

Data: Data de Nascimento:

Lesao:

Data da Lesao:

As respostas devem ser graduadas no mais alto nivel de atividade que vocé acha que pode
executar sem sintomas significativos, mesmo que vocé nao esteja realizando-as regularmente.

SINTOMAS

1. Qual & o mais alto nivel de atividade fisica que vocé pode realizar sem sentir dor
significativa no joelho?

D Atividade muito vigorosa (como saltar ou girar o tronco como no basquete ou futebol)
D Atividade vigorosa (como realizar exercicios fisicos intensos como surfe, jogar vélei ou ténis)
D Atividade moderada (como realizar exercicios fisicos moderados na academia, correr ou trotar)

DAtividade leve (como andar, realizar trabalhos domeésticos ou jardinagem)

D Incapaz de realizar qualquer uma das atividades acima em virtude da dor no joelho

2. Desde sua lesao ou durante as ultimas quatro semanas, com que freqiéncia vocé tem
sentido dor?

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Nunca Constantemente

3. Se voceé tiver dor, qual a intensidade?

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sem dor Pior dor
imaginavel
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4. Desde a sua lesao ou durante as quatro ultimas semanas quao rigido ou inchado esteve seu
joelho?

Mem um pouco
Pouco
Moderado
Muito
Extremamente

5. Qual & o mais alto nivel de atividade fisica que vocé pode realizar sem que cause inchago
significativo no joelho?

D Atividade muito vigorosa (como saltar ou girar o tronco como no basquete ou futebol)
D Atividade vigorosa (como realizar exercicios fisicos intensos como surfe, jogar volei ou ténis)
D Atividade moderada (como realizar exercicios fisicos moderados na academia, correr ou trotar)

D Atividade leve (como andar, realizar trabalhos domésticos ou jardinagem)

I:I Incapaz de realizar qualquer uma das atividades acima em virtude do inchago no joelho

6. Desde a sua lesao ou durante as ultimas guatro semanas seu joelho ja travou?

D Sim D Nao

7. Qual & o mais alto nivel de atividade fisica que vocé pode realizar sem falseio significativo no
joelho?

D Atividade muito vigorosa (como saltar ou girar o tronco como no basquete ou futebol)
D Atividade vigorosa (como realizar exercicios fisicos intensos como surfe, jogar vélei ou ténis)
D Atividade moderada (como realizar exercicios fisicos moderados na academia, correr ou trotar)

DAtividade leve (como andar, realizar trabalhos domesticos ou jardinagem)

D Incapaz de realizar qualquer uma das atividades acima em virtude do falseio no joelho



ATIVIDADES ESPORTIVAS

8. Qual é o mais alto nivel de atividade fisica que vocé pode participar de forma regular?

D Atividade muito vigorosa (como saltar ou girar o tronco como no basquete ou futebol)
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D Alividade vigorosa (como realizar exercicios fisicos intensos como surfe, jogar vélei ou ténis)

D Atividade moderada (como realizar exercicios fisicos moderados na academia, correr ou trotar)

DAtividade leve (como andar, realizar trabalhos domésticos ou jardinagem)
D Incapaz de realizar qualquer uma das atividades acima em virtude do joelho

9. Quanto o seu joelho afeta a sua habilidade de:

Sem . . e

Incapaz

Subir escadas

Descer escadas

Ajoelhar de frente

Agachar

Sentar com os joelhos dobrados

Levantar-se de uma cadeira

Correr para frente

o @al|™e|alo |o|w

Saltar e aterrissar com a perna
lesionada

Frear e acelerar rapidamente

FUNCAO

10. Em uma escala de 0 a 10 (sendo 10 normal e 0 incapaz de realizar suas atividades

diarias), como vocé avaliaria o seu joelho?
Funcionalidade anterior a lesao no joelho:

0 1 2 3 = 5 6 7 8 9 10

Mao consegue executar Sem limitagoes nas
nenhuma atividade da atividades da vida
vida diaria diaria

Funcionalidade atual do joelho:

0 1 2 3 - 5 6 7 8 9 10

Nao consegue executar Sem limitagdes nas
nenhuma atividade da atividades da vida

vida diaria

diaria
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ANEXO C - Escala Visual Analégica
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ESCALA VISUAL ANALOGICA - EVA

UEVE! ]
5

ESCALA VISUAL ANALOGICA - EVA

Questionar o paciente quanto ao seu grau de dor sendo que 0 significa auséncia total de dor e 10 0
nivel de dor maxima suportavel pelo paciente.





