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RESUMO 

 
 
FRANCO, R.N. Biomarcadores do metabolismo da cartilagem e sua relação com as 
alterações morfológicas, inflamatórias e funcionais:  um estudo sobre a lesão condral 
secundária em joelhos humanos. 2011. 107 f. Tese (Doutorado em Fisioterapia) – Centro de 
Ciências Biológicas e da Saúde, Universidade Federal de São Carlos, São Carlos, 2011. 
 
A osteoartrite (OA), doença articular degenerativa, é uma das causas mais freqüentes de dor do 
sistema músculo-esquelético e de incapacidade para o trabalho no Brasil e no mundo. É uma 
doença crônica, multifatorial, que leva a uma incapacidade funcional progressiva. Pode surgir 
em decorrência de lesões em estruturas como ligamento cruzado anterior e/ou meniscos (OA 
pós-traumática), e neste caso, pode afetar indivíduos em qualquer faixa etária. O 
desenvolvimento da osteoartrite inclui múltiplas mudanças na matriz extracelular da cartilagem, 
o que altera a configuração morfológica normal da articulação envolvida, levando a um 
desequilíbrio entre a síntese e degradação dos produtos desta matriz. Apesar da OA não ser 
considerada primordialmente como uma doença inflamatória, a inflamação articular tem 
demonstrado um potencial amplificador do processo degenerativo. Sendo assim, o objetivo deste 
trabalho foi analisar potenciais marcadores biológicos no soro e no líquido sinovial, e em 
seguida correlacioná-los uns com os outros e com as alterações morfológicas, inflamatórias e 
funcionais encontradas em sujeitos com lesão crônica 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 imunoenzimático (ELISA), para constatar a 
presença das citocinas sistêmicas e locais; contagem manual de células inflamatórias 
(mononucleares e polimorfonucleares) por microscopia óptica e espectrofotometria para a 
análise dos glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs). Os resultados apontaram para uma 
inflamação articular e sistêmica na lesão crônica do LCA, pela detecção de citocinas sistêmicas 
e locais, pela atividade das MMP-9 e pelo influxo de neutrófilos. Houve interações entre 
citocinas sistêmicas e locais, nas quais nem sempre uma citocina exerce a mesma função no soro 
e no líquido sinovial. As interleucinas (IL) ligadas à degradação da cartilagem na lesão crônica 
do LCA foram IL-12, IL-6 e IL-8 e as ligadas à dor e a perda de função foram IL-6 e IL-8. Em 
contrapartida, a MMP-2 apresentou correlação negativa com os danos na cartilagem. Conclui-se 
que, as moléculas estudadas apresentam potencial como biomarcadores, sendo suas alterações 
sugestivas de lesão e degradação da cartilagem. E ainda, que após o evento traumático 
responsável pelo rompimento do LCA, o ambiente permanece inflamado cronicamente e que 
esta inflamação é crucial para o alto índice de OA pós-traumática.  

 
Palavras-chaves: osteoartrite pós-traumática, lesão condral, citocinas, células 
polimorfonucleares e mononucleares, glicosaminoglicanos, metalopeptidases. 
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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 f. Tese (Doutorado em Fisioterapia) – Centro de 
Ciências Biológicas e da Saúde, Universidade Federal de São Carlos, São 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 IL-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.   CONTEXTUALIZAÇÃO 

 
  

 A Osteoartrite (OA) é a forma mais comum de artrite das articulações sinoviais, 

acomete mais de 80% da população de idosos, sendo a doença mais prevalente entre 

indivíduos com mais de 65 anos de idade (FELICE et al., 2002). A Organização Mundial de 

Saúde definiu a OA como a 8ª causa de morbidade mundial em 2000 (FRENCH et al., 2009). 

 A lesão do ligamento cruzado anterior (LCA) demonstrou ser o maior fator de risco 

para o desenvolvimento da OA, com 50% de chance de o indivíduo vir a desenvolver OA 

sintomática 10 a 20 anos após o reparo da lesão (CATTERALL et al., 2010). Esta doença 

progride em um padrão que inclui dor articular, perda de força, incapacidade para marcha e 

redução da aptidão física (FRANSEN, 2003). A incapacidade resultante reduz a qualidade de 

vida e aumenta riscos de morbidade e mortalidade (JORDAN, 2003). Apesar deste quadro, os 

tratamentos clínicos existentes ainda são sintomáticos e paliativos, enquanto que o 

diagnóstico comumente é realizado quando a lesão condral já está evoluída (LOHMANDER, 

1994). 

 As estatísticas brasileiras apontam que 40% das consultas e 7,5% dos casos de 

afastamento do trabalho, incluindo a aposentadoria por invalidez do INSS, são devidas ao 

diagnóstico de OA. Assim, considerando o tratamento, os efeitos colaterais, as perdas 

funcionais e a perda da produtividade do indivíduo, a OA é uma das doenças mais caras e 

limitantes, despertando um grande interesse médico-social (FELICE et al., 2002).  

A OA pode ser descrita como primária ou idiopática, quando não há uma causa 

aparente, ou secundária, quando há um fator predisponente, como, por exemplo, lesões no 

ligamento cruzado anterior e/ou meniscos e/ou lesão osteocondral, que são comuns em 

traumas na atividade física e desportiva. Neste caso, a progressão da doença, tem se mostrado 

mais rápida, podendo afetar indivíduos jovens, adultos e idosos. (FELSON; ZHANG, 1998). 

 Há um crescente interesse na definição do papel da inflamação na OA e na relação 

desta inflamação com a perda da cartilagem, o que poderia auxiliar no diagnóstico precoce e 

na evolução dos tratamentos para a doença. Como a OA resulta de eventos biológicos e 

mecânicos cumulativos que induzem a um desequilíbrio entre síntese e degradação dos 

tecidos articulares (ADAMAPOULOS et al., 2006), surgiu a idéia de se identificar as 

alterações 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 mensuração dos processos patogênicos envolvidos no 

desencadear da doença.  

Recentemente, Bauer et al. (2006) propuseram uma classificação 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 diagnóstico: identificam a doença 

pela sua presença; b) Marcadores de gravidade da doença: avaliam a gravidade ou extensão da 

doença; c) Marcadores de prognóstico: prevêem o aparecimento da OA ou a progressão da 

doença; d) Marcador de eficácia de intervenção: fornecem informações sobre a eficácia de 

tratamentos e intervenções; e) Marcadores investigativos: não se encaixam  nas categorias 

acima, porém podem trazer informações importantes para futuras pesquisas. 

Neste estudo transversal ou cross-sectional, o foco é a lesão condral secundária ao 

rompimento do ligamento cruzado anterior, quadro precursor do desenvolvimento da OA pós-

traumática. Sendo assim, pela classificação BIPED, os biomarcadores avaliados no presente 

estudo poderiam  se enquadrar em marcadores de diagnóstico,  marcadores de gravidade da 

doença ou marcadores investigativos.  
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     2.    INTRODUÇÃO 

 
 

A lesão do ligamento cruzado anterior (LCA) traz diversas conseqüências à 

articulação, como o comprometimento da estabilidade estática. Conseqüentemente, ocorre 

uma deficiência na função motora do joelho, desencadeando sobrecargas na articulação e 

micro lesões na cartilagem articular, que posteriormente levam ao aparecimento da OA. 

Entretanto, o mecanismo responsável pela degeneração da cartilagem após a ruptura do LCA 

ainda é pouco entendido. A instabilidade mecânica não é o único fator responsável na 

fisiopatologia da OA pós traumática, que envolve vários processos bioquímicos e 

microscópicos dentro do ambiente articular e do tecido cartilaginoso (TIDERIUS et al., 2005). 

A integridade condral é dependente da complexa rede de colágeno tipo II, 

proteoglicanos e proteínas acessórias. A rede de colágeno apresenta uma atividade metabólica 

relativamente inerte, visto que outros constituintes, como o agregado de proteoglicanos, 

submetem-se a um distinto processo de turnover, no qual a quebra metabólica e a remoção de 

moléculas da matriz extracelular (MEC) estão equilibradas com a síntese e deposição de 

novas moléculas. As mudanças moleculares ocorridas são conseqüências de eventos de 

síntese e degradação, regulados por muitos fatores celulares e extracelulares. Entretanto, no 

início e decorrer de afecções articulares degenerativas, como a OA, este equilíbrio metabólico 

é interrompido, com o aumento do catabolismo e prejuizo da síntese de componentes da MEC 

(DALHBERG et al., 1994; MORELAND, 2003), conforme mostra a figura 1.   

A MEC é formada por agregados de proteoglicanos entrelaçados em fibrilas de 

colágeno (figura 2). O proteoglicano é formado por um núcleo protéico central e possui 

glicosaminoglicanos sulfatados (sulfato de condroitina e queratan sulfato) ligados a esse 

núcleo. Esses proteoglicanos podem ser encontrados como monômeros e também na forma de 

agregados. O agregado de proteoglicanos é composto de uma cadeia de ácido hialurônico 

central (GAG não sulfatado) com múltiplos monômeros de proteoglicano ligados a ele 

(VANWANSEELE; LUCCHINETTI; STÜSSI, 2002).Os glicosaminoglicanos (GAGs), têm 

sido estudados por serem indicadores do turnover da cartilagem (ELSAID et al., 2008).  
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Extraído de: Moreland, 2003. 

Figura 1. Fatores que contribuem para a síntese e a degradação da cartilagem. Enquanto no 

tecido normal estes fatores estão em equilíbrio, na osteoartrite (OA) há um predomínio da 

degradação (MORELAND, 2003). 

 

 

 

Extraído de: Moreland, 2003 

Figura 2. Desenho esquemático da matriz extracelular da cartilagem. 

 

A principal célula do tecido cartilaginoso é o condrócito, que é responsável pela 

produção da MEC e de seus componentes. Os condrócitos também são capazes de sintetizar 

uma variedade de enzimas proteolíticas, entre elas as metalopeptidases (MMPs), que também 

podem ser secretadas por células inflamatórias. O aumento da atividade proteolítica é 

apontado como a causa primária da destruição patológica da cartilagem na OA (MARINI et 
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al., 2003), porém também desenvolvem um papel importante durante os processos 

inflamatórios na tentativa de combater a lesão e manter a homeostasia do tecido (OKADA, 

2000). Em condições normais as MMPs estão presentes em níveis 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 doença crônica e 

degenerativa a uma doença inflamatória, a existência e relevância de mudanças inflamatórias 

na membrana sinovial têm sido demonstradas e estudadas por vários autores (MARINI et al, 

2003; GOLDRING , 2000). 

 Iniciada a degradação da cartilagem, as células sinoviais e inflamatórias fagocitam os 

produtos da quebra do tecido liberados no líquido sinovial e secretam citocinas pró-

inflamatórias, como a interleucina (IL) 1, a IL-6 e o fator de necrose tumoral α (TNF-α), 

envolvidos no desenvolvimento da OA (STANNUS et al., 2010; VALDES et al., 2010; 

GOEKOOP et al., 2010; ADAMAPOULOS et al., 2006; AMIN; ABRAMSON, 1998). Estas 

citocinas são responsáveis pelo aumento nos níveis de prostaglandinas e de óxido nítrico 

(NO), descritos como mediadores da inflamação e destruição da cartilagem (BENITO et al., 

2005; FIORITO et al., 2005; BRENNER et al., 2003). A presença desses componentes no 

líquido articular estimula as atividades proteolíticas das células inflamatórias, o que resulta 

em maior liberação de fragmentos da cartilagem (proteoglicanos e glicosaminoglicanos) no 

líquido sinovial. Estes fragmentos presentes no líquido podem ser potencialmente agravantes 

do quadro de OA, já que, segundo trabalhos de Moore et al. (1989, 1993), existe uma relação 

quimiotática entre os glicosaminoglicanos e as células PMN. Todo este processo contribui 

para a formação de um ciclo que pode perpetuar o processo osteoartrítico e ser importante na 

progressão da doença (FRANCO et al., 2008; AMIN; ABRAMSON, 1998). 

 Na lesão cartilaginosa, a rede de colágenos perde sua integridade e estas 

macromoléculas são quebradas, liberando seus fragmentos para o líquido sinovial. Estas 

variações na composição celular e humoral do líquido sinovial refletem as mudanças nos 

tecidos sinoviais, dos quais o fluído é uma continuidade, e as concentrações dos produtos 

metabólicos refletem os mecanismos de síntese e degradação dos componentes dos tecidos 

articulares, inclusive da cartilagem articular (FRISBIE et al., 2008; ADAMAPOULOS et al., 

2006). Portanto, a análise deste líquido pode ser um método precoce e confiável de 

diagnóstico desta doença (RORVIK; GRONDAL, 1995).  
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Apesar das pesquisas, clinicamente, os diagnósticos e tratamentos ainda não englobam 

as descobertas descritas acima. Normalmente, o diagnóstico só é realizado quando o paciente 

apresenta dor, disfunção, efusão e diminuição do espaço articular, porém quando isto ocorre a 

lesão condral já esta evoluída (LOHMANDER, 1994). Do mesmo modo, as terapias atuais da 

OA são sintomáticas e visam impedir a progressão da doença, porém, com pouco sucesso. 

Para o avanço nas  propostas de tratamento da OA é necessário maior conhecimento do 

mecanismo patogênico da doença, principalmente antes que ocorra a instalação do ciclo 

crônico de degradação da cartilagem (PAGURA et al., 2005). 

Até o momento, o líquido sinovial é considerado o melhor fluído para analisar os 

eventos bioquímicos articulares (FRISBIE et al., 2008; ADAMAPOULOS et al., 2006) e sua 

coleta também é o procedimento local menos invasivo, porém é limitada pela dificuldade da 

punção e pela quantidade de líquido ser pequena em articulações sem edema.  Por este motivo 

outros fluídos corporais vem sendo estudados, entre eles o plasma sanguíneo, já que as 

alterações osteoartríticas envolvem  um processo dinâmico de todos os elementos que 

compõem a articulação, tais como cartilagem, membrana sinovial, osso subcondral, 

ligamentos e músculo periarticular (FRISBIE et al., 2008; PAGURA et al., 2005).  No 

entanto, poucos estudos investigaram possíveis  correlações sistêmicas e locais de 

biomarcadores. Sendo assim, a análise de líquido sinovial e plasma sanguíneo de um mesmo 

indivíduo é de grande importância, assim como um melhor conhecimento patogênico local. 

Enfim, a associação das informações fornecidas pela avaliação morfológica da 

cartilagem, feita durante a artroscopia, com a análise das citocinas, do turnover e da ação 

proteolítica sobre a cartilagem articular, podem levar a um quadro mais fidedigno dos 

processos envolvidos no desenvolvimento e progressão da OA. O conhecimento do 

mecanismo patogênico e a associação com biomarcadores sistêmicos podem alterar o 

tratamento paliativo atual para um tratamento preventivo e curativo, em que a atuação clínica 

ocorra antes das alterações instaladas. 
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     3.   OBJETIVOS 

 
 

 

3.1.   OBJETIVO GERAL: 

 

Analisar potenciais marcadores biológicos no soro e no líquido sinovial, e em seguida 

correlacioná-los uns com os outros e com as alterações morfológicas, inflamatórias e 

funcionais encontradas em sujeitos com lesão crônica do LCA. 

 

3.2.   OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

 

• Analisar e correlacionar a concentração de citocinas sistêmicas e locais em lesões 

condrais de diferentes graus após o rompimento crônico do LCA em joelhos humanos. 

• Verificar a relação entre as gelatinases  e a presença da IL-12 e IL-10 na inflamação 

articular crônica de sujeitos com ruptura do LCA em diferentes estágios de lesão 

condral. 

• Verificar a relação da dor e da função com a atividade proteolítica e inflamatória na 

degradação da cartilagem em indivíduos com lesão crônica do LCA. 
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Resumo 

 

Objetivo: analisar e correlacionar a concentração de citocinas sistêmicas e locais em lesões 

condrais de diferentes graus após o rompimento crônico do Ligamento cruzado anterior 

(LCA). Métodos: o estudo incluiu 92 sujeitos de ambos os sexos, sendo 77 do sexo 

masculino e 15 do sexo feminino com média de idade de 32 ± 9.52 que apresentaram lesão 

crônica do ligamento cruzado anterior. Os sujeitos foram divididos em grupos pelo grau de 

lesão condral: GC (grupo controle), grupo grau 0, grupo grau 1- 2 e grupo grau 3–4. As 

citocinas foram quantificadas no soro e líquido sinovial empregando o método de ELISA. Foi 

aplicado o teste não paramétrico de Kruskal–Wallis e de correlação de Spearman. 

Resultados: há diferenças na concentração de citocinas sistêmicas e locais nos grupos 

estudados e a ação das citocinas é diferente no soro e no líquido sinovial. A produção de IL-6, 

IL-8 e IL-12 local está relacionada à degeneração da cartilagem, ao contrário do TGF-β. O 

efeito das diferentes citocinas garante a permanência da inflamação ao longo do tempo, 

mesmo nas lesões crônicas. Conclusão: A interação entre as citocinas sistêmicas e locais 

apontou que um aumento da IL-8 e da IL-1β no soro podem estar relacionados ao aumento da 

IL-8 no líquido. E ainda, que a IL-6, IL-8 e a IL-12, presentes no líquido, estão ligadas à 

degradação da cartilagem e correlacionam-se entre si, podendo agir de forma sinérgica no 

ambiente articular, porém,  a IL-12 no soro apresenta uma ação diferente, na qual a queda na 

concentração sistêmica desta citocina sugere lesões condrais e do LCA. 

 

Palavras chave: citocinas; ligamento cruzado anterior; lesão condral; osteoartrite secundária. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 
 

     4.1. Introdução 

 

 A lesão do ligamento cruzado anterior (LCA) é um importante fator de risco para o 

desenvolvimento da Osteoartrite (OA) pós-traumática, contudo os mecanismos envolvidos na 

patogênese desta doença ainda necessitam de investigação (Elsaid et al., 2008). Na OA, a 

alteração patológica mais importante é a degeneração da cartilagem, que tem sido relacionada 

a uma produção abundante de citocinas na articulação lesada, (Gobizie et al., 2007). 

 As citocinas são glicoproteínas solúveis de baixo peso molecular que são reguladoras 

de reações inflamatórias e imunes. Elas são responsáveis por processos anabólicos e 

catabólicos que envolvem a integridade da cartilagem articular (Goekoop et al., 2010; 

Goldring,  Goldring, 2004; Oliveira, 2007). Mastócitos e células inflamatórias secretam 

citocinas e estas estimulam a atividade proteolítica, aumentam os níveis de prostaglandinas e 

óxido nítrico (NO), que são mediadores da inflamação e destruição da cartilagem (VALDES 

et al., 2010; GOEKOOP et al., 2010; BRENNER et al, 2003). 

 As citocinas pró-inflamatórias, principalmente a interleucina (IL) 1 e o fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α,) exercem um papel de destaque na destruição da cartilagem e no 

desenvolvimento da OA (Goekoop et al., 2010; Schuerwegh et al., 2003). No entanto, a IL-8 e 

a IL-6 também estão associadas à degradação da cartilagem, incapacidade funcional e doenças 

degenerativas articulares, como a OA (Valdes et al., 2010; Sakao et al., 2009; Oliveira , 

2007). Ainda é possível encontrar na literatura outras citocinas com potenciais biomarcadores, 

como é o caso do fator β de transformação de crescimento (TGF-β), porém suas ações na OA 

não estão bem esclarecidas. 

 Alguns trabalhos avaliaram a presença de citocinas após a lesão do LCA, analisando 

marcadores no soro (Catterall et al., 2010) ou no líquido sinovial (Cuellar et al., 2010; 

Catterall et al., 2010; Elsaid et al., 2008; Marks, Donaldson, 2005; Irie, Uchiyama, Iwaso, 

2003) em casos crônicos e agudos, porém, estudos comparando as citocinas sistêmicas e 

locais concomitantemente ainda são escassos na literatura, bem como estudos que avaliem as 

alterações condrais precoces decorrentes da ruptura do LCA e as citocinas envolvidas  nos 

diferentes estágios da lesão condral. 

 Desta forma, o objetivo deste trabalho foi analisar e correlacionar a concentração de 

citocinas sistêmicas e locais em lesões condrais de diferentes graus após o rompimento 

crônico 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 excluídos por apresentarem: alterações sistêmicas cardio-respiratórias e/ou 

reumáticas, presença de sangue na amostra de líquido sinovial, realização de infiltrações 

articulares e limitações 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 e 15 do sexo feminino com média de idade de 32 ± 9.52 

anos. Entre os sujeitos analisados, 20 eram saudáveis (controle) e 72 apresentaram lesão 

crônica do ligamento cruzado anterior (tempo de lesão de 34.6 ± 51.3 meses), associado ou 

não à lesão meniscal, que foram distribuídos em grupos pelo grau de lesão condral, de acordo 

com o ICRS (Internacional Cartilage Repair Society, 2000): 

- GC – grupo controle: sem qualquer história de doença, lesão, trauma, cirurgia, dor no 

último mês ou fratura de membro inferior, bem como exames normais da articulação do 

joelho (n= 20). O membro inferior avaliado foi o membro dominante. 

- G0 – grupo grau 0- cartilagem normal (n= 26). 

- G1-2 – grupo grau 1 e 2 - fibrilação, irregularidades e fissuras de superfície 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 pontuação do grau de destruição tecidual foi definida utilizando o parâmetro “Score 

máximo”, representado pelo maior grau de lesão da cartilagem (escala de 0 a 4) encontrado 

em qualquer uma das regiões dos côndilos femoral, tibial, patela e tróclea. 

As características antropométricas dos grupos são apresentadas na tabela 1. Os sujeitos 

realizaram exames clínicos e de imagem e tiveram indicação cirúrgica via artroscópica para 

reparo da estrutura lesada. Nenhum voluntário fez uso de anti-inflamatórios (AINEs) nas 3 

semanas anteriores da punção de líquido sinovial.  

Os voluntários foram esclarecidos quanto às razões do estudo, seus objetivos e 

procedimentos e assinaram um termo de consentimento como requerido pela Resolução 

196/96 do National Health Committee. Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética da 

Universidade Federal de São Carlos, registrado no Conselho Nacional de Saúde – Protocolo 

nº 297/2008. 

 



26 
 

Tabela 1. Características antropométricas dos sujeitos. 

 GC 
(n= 20) 

G0 
(n= 26) 

G1-2 
(n= 17) 

G3-4 
(n= 29) 

Idade (anos) 28.2 ± 8.4 30.3 ± 10.1 34.1 ± 7.2 35 ± 9.8 
IMC (Kg/m2) 23.7 ± 3.8 24.4 ± 3.1 26.1 ± 3.7 26.9 ± 4.3 

Peso (Kg) 67.8 ± 16.2 75.2 ± 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- índice de massa corpórea. 

 

4.2.2. Coleta do sangue e do Líquido Sinovial 

 O sangue foi coletado por procedimento padrão, sendo colhidos 4 ml da fossa 

antecubital. A amostra foi conservada em geladeira para posterior análise.  

 A punção do líquido sinovial do joelho lesado foi realizada sob anestesia, previamente 

às cirurgias. A agulha foi inserida na região suprapatelar lateral do joelho para coleta do 

líquido da bolsa subquadriciptal. A coleta do grupo controle foi feita de maneira semelhante, 

porém não houve intervenção cirúrgica posterior, sendo realizada a limpeza e assepsia da face 

antero-lateral, seguida de anestesia local com 0.5 ml de xilocaína a 1%, sem vasoconstritor. 

Todos os fluídos foram quantificados em relação ao seu volume puro e armazenados em 

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

 

4.2.3. Detecção de citocinas do soro e líquido sinovial  

O sangue após coleta ficou em repouso na geladeira por 4 horas. A seguir, foi 

centrifugado a 1500g por 10 min e o sobrenadante foi congelado a –80oC. 

O líquido sinovial foi centrifugado a 1700 g  por 10 minutos, retirado o sobrenadante e 

também congelado a –80oC. 

Após descongelamento, as citocinas foram quantificadas no soro e líquido sinovial de 

acordo com instruções do fabricante empregando o método de ELISA “sandwich”. As 

citocinas TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TGF-β (BD Biosciences) foram detectadas 

empregando anticorpos de captura, citocinas-padrão e anticorpos associados à biotina e 

amplificados com avidina-peroxidase. Como substrato foi utilizado TMB e a reação foi 

bloqueada adicionando ácido sulfúrico (1 M de H2SO4) aos poços. As absorbâncias das 

amostras foram avaliadas em espectrofotômetro no comprimento de onda de 450 nm. 
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4.2.4. Analises Estatísticas 

 Aplicaram-se testes de normalidade e homogeneidade para as variáveis do estudo, 

sendo indicados testes não paramétricos para análise dos dados. Foi aplicado o teste não 

paramétrico de Kruskal–Wallis, seguido de comparações múltiplas quando indicado (Prisma 

Statistica 5). O teste de correlação de Spearman (Statistica for Windows version 7) foi feito 

entre citocinas sistêmicas, locais e entre as variáveis IMC, idade, tempo e grau de lesão. Para 

todas as análises estatísticas foi utilizado o nível de significância de 5% (p<0.05).   
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     4.3. Resultados 
 
 

Não houve diferença entre os grupos quanto às variáveis idade (p= 0.09) e IMC (p= 

0.11). Na população estudada as citocinas detectadas no soro e no líquido foram diferentes 

entre os grupos, conforme mostra a tabela 2 

 

Tabela 2. Citocinas detectáveis e não detectáveis no soro e líquido sinovial 
                                 SORO                                                           LIQUIDO 

Citocinas GC G0 G1-2 G3-4   GC G0 G1-2 G3-4 

 TGF-β D D D D   D D D D 
IL-1β 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 
IL-12 D D D D   D D D D 
TNF-α ND D ND D   ND ND ND ND 

D-detectável.  ND-não detectável.  
 

As figuras 1 e 2 ilustram a concentração das citocinas no soro ( figura 1) e no líquido 

sinovial ( figura 2). 

 

4.3.1. Soro: 

Houve diferença significativa na concentração de TGF-β entre o grupo controle (GC) e 

o grupo com lesão condral leve (G1-2), porém a concentração volta a subir nos graus mais 

avançados. A IL-1β não apresentou diferenças estatisticamente significativas em sua 

concentração nos  grupos estudados.  A IL-8 não foi detectável no grupo controle, mas foi nos 

grupos com lesão, porém a diferença não foi significativa. Houve diferenças significativas 

entre o GC e os demais grupos (grau 0, 1-2 e 3-4) para a concentração da IL-12, ou seja, 

houve redução da IL-12 do soro na lesão crônica isolada do LCA, mesmo sem 

comprometimento da cartilagem. A IL-10 apresentou baixa concentração na amostra do 

trabalho, não tendo diferença entre os grupos. 

 

4.3.2. Líquido: 

Não foram encontradas diferenças estatisticamente significativas entre os grupos para 

o TGF-β, a IL-1β e a IL-10. A IL-6 e a IL-8 apresentaram diferenças significativas entre o GC 

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

apresentando um aumento na concentração da IL-12 com a lesão condral. 
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Figura 1. Concentração de citocinas detectáveis no soro nos grupos do estudo. A média da 

concentração está em destaque nos gráficos. Note que a IL-6 no soro não foi detectável. 

*Diferença significativa com p< 0.05. **Diferença significativa com p< 0.01 
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Líquido  
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Figura 2. Concentração de citocinas detectáveis no líquido nos grupos do estudo. A média da 

concentração está em destaque nos gráficos. Note que o TNF-α no líquido não foi detectável. 

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

 
 As citocinas do soro e do líquido apresentaram correlações entre si e com as demais 

variáveis do estudo, como destacado na tabela 3. Foram encontradas correlações positivas e 

significativas entre a IL-8 local com a IL-1β (R= 0.41, p<0.01) e IL-8 sistêmica (R= 0.38, 

** * 

* 
* 
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p<0.05). Uma correlação negativa e significativa foi verificada entre o TGF-β local e a IL-1β 

do soro (R= -0.34, p<0.05). 

Quanto às correlações com as variáveis do estudo, foram econtradas correlações 

moderadas e positivas entre o grau de lesão e as citocinas do líquido TGF-β (R= 0.42, 

p<0.05), IL-6 (R= 0.52, p<0.01) e IL-8 (R=0.45, p<0.05) e correlação negativa e 

significativacom a citocina do soro IL-12 (R= - 0.45, p<0.01). O tempo de lesão mostrou 

correlação positiva e significativa com o TGF-β local (R= 0.50, p<0.01), e a idade apresentou 

valores de correlação positiva e significativa com as citocinas sistêmicas IL-6 (R= 0.73, 

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

              

Tabela 3. Correlações (R) entre as citocinas sistêmicas e locais com as variáveis do estudo.  

        Líq sinovial 
 
Soro 

TGF-β 
(pg/ml) 

IL1- β 
(pg/ml) 

IL-6 
(pg/ml) 

IL-8 
(pg/ml) 

IL-12 
(pg/ml) 

Tempo 
Lesão§ 
(meses) 

Grau 
(ICRS) 

IMC 
(Kg/m2) 

Idade 
(anos) 

TGF-β         -0.29* 

IL-1β -0.34*   0.41**      

IL-8    0.38*      

IL-12       -0.45** -0.41**  

Tempo lesão 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 significância *p<0.05  **p<0.01. § tempo de lesão relatado pelos sujeitos. 
 

No mesmo ambiente (local ou sistêmico) também foram encontradas correlações entre 

as citocinas  (tabela 4). No sangue a melhor correlação foi positiva e significativa entre a IL-

1β e a IL-8 (R= 0.37, p<0.01) e no líquido houve correlações 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 Il-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 lesão condral. 

 
Tabela 4. Correlações significativas entre as concentrações de citocinas do sangue (à 

esquerda) e as concentrações de citocinas do líquido (à direita). Valor de R. 

Sangue versus sangue Líquido versus líquido 
TGF-β vs IL-1β 0.25* 
IL-1β vs IL-8 0.37** 
IL-12 vs IL-8 -0.24* 
    

 

TGF-β vs IL-12 0.21* 
IL-6 vs IL-8 0.69** 
IL-6 vs IL-12 0.44* 
IL-8 vs IL-12 0.56** 

 

Valores de significância *p< 0.05   **p< 0.01. 
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    4.4.  Discussão 

 

Os resultados mostram que há diferenças na concentração de citocinas sistêmicas e 

locais nos grupos estudados, o que nos sugere uma inflamação crônica persistente após a lesão 

do LCA. 

Mais especificamente, foi possível observar que já existe alteração na concentração de 

citocinas na lesão crônica isolada do LCA, mesmo sem comprometimento da cartilagem, 

como foi visto no grupo grau 0. Neste grupo pudemos identificar uma redução do TGF-β e da 

IL-12 no soro e um aumento da IL-1-β, IL-6, IL-8 e IL-12 no líquido sinovial, porém, 

somente a redução na IL-12 do soro foi considerada significativa na comparação com o grupo 

controle.  

Diferentemente de trabalhos anteriores (Nelson et al., 2009), o TGF-β no soro mostrou 

uma relação com graus iniciais da lesão condral (G1-2), em que ocorre uma queda na sua 

concentração, porém esta queda não persiste nos graus avançados, no qual a concentração 

volta a subir. Estudos experimentais e com humanos tem demonstrado que o TGF-β está 

envolvido com a condrogênese, osteogênese e síntese de colágeno tipo II e agrecan (Verdier 

et al., 2005), sendo crucial para a manutenção da cartilagem e quando deficiente, resulta em 

mudanças como na OA (Anitua et al., 2009).  

Segundo Verdier e colaboradores (2005) o TGF-β é o principal fator de oposição da 

ação da IL-1 no metabolismo dos condrócitos e é importante no reparo da cartilagem. Na OA 

instalada os condrócitos perdem progressivamente a sensibilidade ao TGF-β e a sua interação 

com a IL-1, reduzindo a sua ação inibidora (Pujol et al., 2008). Um comportamento 

semelhante ocorreu na amostra deste estudo, em que houve uma correlação negativa entre o 

TGF-β do líquido e o IL-1β do soro, embora no ambiente sistêmico a interação entre ambas 

citocinas fosse diretamente proporcional. A perda de sensibilidade ao TGF pode ser 

responsável pela elevação de sua concentração como uma tentativa de compensação na OA, 

como foi visto no trabalho de Ning e colaboradores (2010) e na correlação positiva com o 

grau de lesão condral visto em nossos resultados, pois embora o TGF-β possa potencialmente 

estimular reparo da cartilagem, sua expressão descontrolada pode levar a um excesso 

indesejável da síntese da matriz (Verdier et al., 2005). 

Já a IL-12 mostrou ter ações diferentes sistêmica e localmente, curiosamente há uma 

queda na sua concentração no soro no grupo com lesão do LCA (G0) e nos grupos com lesão 

condral (G1-2 e G3-4), independente do grau de lesão da cartilagem. Contudo, verificou-se 

uma ação contrária no líquido sinovial, em que houve uma elevação com a lesão das 
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estruturas articulares, sendo que diferença significativa foi vista nos grupos com lesão condral 

(G1-2 e G3-4). A IL-12 foi descrita na literatura como provedora da conversão de um 

processo inflamatório agudo para um processo imuno destrutivo crônico, além disso, a 

inibição da síntese de condrócitos foi um dos efeitos nocivos da inflamação articular com o 

aumento da concentração de IL-12 vista por Joosten e colaboradores (2002). Estes autores 

observaram um número elevado de células inflamatórias em cortes histológicos do tecido 

sinovial na presença de concentrações elevadas de IL-12, com perda de proteoglicanas, morte 

de condrócitos e erosão da cartilagem. Porém, com base em nossos resultados para a 

concentração da IL-12 sistêmica, podemos inferir que esta citocina tem ações inflamatórias 

diferentes no sangue e no líquido, pois, além de estar mais elevada no soro do grupo controle, 

sua concentração sistêmica também apresentou uma correlação negativa com o grau de lesão 

condral. A atuação da IL-12 no sistema auto-imune e no soro de sujeitos com lesão da condral 

não está  totalmente esclarecida. 

Corroborando com trabalhos que apontaram que a IL-12 pode agir em sinergia com 

outras citocinas e auxiliar na produção do óxido nítrico (Joosten et al., 2002), verificamos na 

população estudada correlação positiva entre a IL-12 do líquido e as IL-6 e IL-8, que também 

estão relacionadas entre si. Estas citocinas são responsáveis pelo aumento nos níveis de 

prostaglandinas e de óxido nítrico (NO), descritos como mediadores da inflamação e da 

destruição da cartilagem (Brenner et al., 2003; Abramson et al., 2001a, 2001b). Sendo assim, 

a presença local da IL-12 deve ser vista com cautela após a lesão do LCA. 

Neste estudo não encontramos diferenças nas citocinas apontadas pela literatura como 

peças chave na patogênese da OA, que são a IL-1β e TNF-α (Bondeson et al., 2006, Goekoop 

et al., 2010), talvez por eles analisarem quadros de OA instalada, com alterações 

macroscópicas e radiográficas, como osteófitos e diminuição do espaço articular. Elsaid e 

colaboradores (2008) verificaram que a IL-1β, TNF-α e a IL-6 também estavam elevadas nos 

casos recentes de lesão do LCA, a primeira declinando após cerca de 3 meses e as duas 

últimas em torno de 6 meses da lesão. Como a amostra do nosso trabalho tem uma média de 

tempo de lesão em torno de 34,6 meses, as concentrações de IL-1β e TNF-α já poderiam estar 

muito baixas para serem detectáveis. E ainda, apesar da lesão condral ser crônica, a 

osteoartrite propriamente dita, com os sinais descritos acima, não estaria instalada de fato, 

inclusive nos grupos com grau mais grave de lesão cartilaginosa. 

Com base na concentração de citocinas analisadas neste trabalho, verificou-se que o 

fator desencadeante do processo inflamatório na OA pós-traumática ainda é o rompimento do 

LCA, e que mesmo em casos de lesão crônica, algumas das citocinas apontadas em lesões 
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agudas do LCA (IL-6, IL-8) (Cuellar et al., 2010; Elsaid et al., 2008; Irie, 

Uchiyamareferencia, Iwaso, 2003), ainda são produzidas, e que a manutenção destas leva ao 

comprometimento da cartilagem, como nos sugere os trabalhos que verificaram alteração 

destas citocinas na OA instalada (Goekoop et al., 2010, Valdes et al., 2010, Scanzello et al., 

2009) e que estão de acordo com nossos resultados, que também apontaram uma concentração 

da IL-6 e da IL-8 aumentadas significativamente no líquido sinovial dos grupos com lesão 

condral avançada (G3-4). 

Enfim, os dados apresentados mostram que, com exceção da IL-8, nenhuma outra 

citocina analisada apresentou correlação entre sua concentração sistêmica e local, sugerindo 

que a interação entre elas não é direta, a exemplo da IL-1β soro com o TGF-β e a IL-8 do 

líquido. E ainda, que em alguns casos como a IL-12, sua ação possa ser diferente no sangue e 

no líquido sinovial. Desta forma, investigações sobre a patogênese e a progressão da lesão 

condral, precoce à instalação da OA, devem ser feitas não apenas no soro ou no líquido, mas 

sim em ambos. 
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    4.5. Conclusão 

 

Nas condições experimentais realizadas os resultados apontaram que, a inflamação 

articular e sistêmica, determinada pela presença de citocinas, está presente nos portadores de 

lesão crônica do LCA. A interação entre as citocinas sistêmicas e locais apontou que um 

aumento da IL-8 e da IL-1β no soro podem estar relacionados ao aumento da IL-8 no líquido. 

E ainda, que a IL-6, IL-8 e a IL-12, presentes no líquido, estão ligadas à degradação da 

cartilagem e correlacionam-se entre si, podendo agir de forma sinérgica no ambiente articular, 

porém,  a IL-12 no soro apresenta uma ação diferente, na qual a queda na concentração 

sistêmica desta citocina sugere lesões condrais e do LCA. 
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Resumo 

 

Objetivo: verificar a relação entre as gelatinases  e a presença da interleucina (IL) 12 e IL-10 

na inflamação articular crônica de sujeitos com ruptura do LCA em diferentes estágios de 

lesão 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 I) e 3 grupos, baseados no nível de lesão condral: grupo II (lesões leves), grupo III 

(lesões moderadas) e grupo IV (lesões graves). O líquido sinovial foi puncionado e 

processado. A morfometria manual, das células inflamatórias mononucleares (MNC) e 

polimorfonucleares (PMN), foi realizada por microscopia óptica após coloração com May-

Grünwald-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 correlação 

de Spearman.  Resultados: não houve diferenças quanto à atividade da MMP-2 em relação 

aos grupos estudados e sua expressão mostrou correlação negativa com a gravidade das 

lesões. Não houve diferenças significativas entre os grupos quanto às células MNC. As PMN 

não foram encontradas no controle. A MMP-9 teve uma maior atividade nos grupos lesados 

com relação 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 interação entre 

as citocinas, as células e as gelatinases. Conclusão: Os PMN, as MMP-9 e a IL-12 parecem 

estar relacionados entre si e terem participações importantes no ciclo de destruição da 

cartilagem. Os resultados apresentados sugerem que uma supressão eficiente da expressão da 

IL-12 e da MMP-9 poderiam levar ao controle ou à diminuição da inflamação articular nestes 

indivíduos. 

 

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

mononucleares; osteoartrite pós-traumática. 
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     5.1. Introdução 

 

 Os danos no tecido condral favorecem o desenvolvimento da osteoartrite (OA), que 

progride de forma mais rápida quando a lesão da cartilagem ocorre após 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 identificação dos primeiros sinais de lesão condral, por exames de imagem ainda é 

difícil, apesar do alto nível das técnicas utilizadas (Marini et al., 2003). Assim, o 

monitoramento das lesões por meio dos marcadores biológicos tornou-se uma possibilidade 

precoce de avaliação e acompanhamento do micro-ambiente articular (Mazières et al., 2006), 

o qual reflete a integridade do tecido cartilaginoso que é dependente da complexa rede de 

colágeno tipo II, proteoglicanos e proteínas acessórias.  

O início e desenvolvimento de afecções articulares degenerativas, como as advindas 

da ruptura crônica do LCA, modificam o equilíbrio metabólico do tecido cartilaginoso, pelo 

aumento do catabolismo (Dalhberg et al.,1994; Gupta et al, 2007). Desta forma, iniciada a 

degradação da cartilagem, as células sinoviais e inflamatórias fagocitam os produtos da 

quebra do tecido deixados no líquido sinovial e secretam citocinas pró-inflamatórias 

(Adamapoulos et al, 2006). Estas citocinas são responsáveis pelo aumento nos níveis de 

prostaglandinas e de óxido nítrico (NO), descritos como mediadores da inflamação e 

destruição da cartilagem (Benito et al, 2005; Fiorito et al, 2005).  

Paralelamente à via de degradação condral, determinada pelas células inflamatórias da 

sinovite, os condrócitos sintetizam uma variedade de enzimas proteolíticas, entre elas as 

metalopeptidases (MMPs), que também estão diretamente envolvidas na quebra da matriz 

extracelular (MEC) (Marini et al., 2003). Estas enzimas desenvolvem um papel importante 

durante os processos inflamatórios na tentativa de combater a lesão e manter a homeostasia do 

tecido (Okada, 2000). Em condições normais as MMPs estão presentes em níveis baixos, 

geralmente na forma latente, sendo ativadas por citocinas e secretadas também por células 

inflamatórias. 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 proteolítica é apontado como a causa 

primária da destruição patológica da cartilagem.  

Considerando que a composição celular e humoral do líquido sinovial refletem as 

mudanças nos tecidos sinoviais (Adamapoulos et al., 2006; Shmerling, 1994; Frisbie et al 

2008), vários componentes e moléculas articulares têm sido estudados com o intuito de se 
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identificar marcadores biológicos, 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 são derivadas de neutrófilos, estão elevadas  após stress 

mecânico (Makowski, Ramsey, 1996, 1998; Kurz et al., 2005) e parecem estar relacionadas 

com o avanço da degradação da cartilagem (Myers, Brandt, Albrecht, 2000; Okada, 2000; 

Gupta et al., 2007, Yang et al., 2008). 

Sabe-se que ocorre uma manutenção da inflamação articular no período crônico da 

lesão do LCA (Franco et al.,2008), porém, o motivo da persistência dessa inflamação ainda 

não está clara. Os glicosaminoglicanos livres, liberados pela degradação da cartilagem, foram 

apontados como uma das possíveis causas do influxo de neutrófilos (Franco et al.,2008), 

contudo, para o avanço das estratégias de tratamento e controle da doença, os mediadores 

inflamatórios da lesão condral devem ser rigorosamente investigados. Desta forma, a 

importância da inflamação na patofisiologia da OA tem sido reconhecida (Ning et al., 2010). 

A interleucina (IL) 12 é descrita na literatura como responsável pela conversão do 

processo inflamatório agudo em imuno-destrutivo crônico (Joosten et al., 2002), enquanto a 

IL-10 já foi apontada como supressora da gravidade da inflamação causada pela IL-12 (Kim 

et al., (2000).  Sendo assim, o risco de vir a desenvolver OA após a lesão do LCA pode estar 

relacionado à presença e interação destas citocinas com as proteases no líquido articular. 

Portanto, estabelecer o perfil proteolítico na degradação da cartilagem é tão importante 

quanto verificar os mediadores responsáveis por ele. Desta forma, o objetivo deste trabalho 

foi verificar a relação entre as gelatinases  e a presença da IL-12 e IL-10 na inflamação 

articular crônica de sujeitos com ruptura do LCA em diferentes estágios de lesão 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 excluídos por apresentarem: alterações sistêmicas cardiorrespiratórias e/ou 

reumáticas, ausência de líquido sinovial durante a coleta, presença de filetes de sangue na 

amostra de líquido sinovial, presença de lesão pregressa à atual, presença de qualquer doença 

osteomioarticular do membro inferior contra-lateral, realização de infiltrações articulares, 

limitações na amplitude de movimento de 0 a 90 graus, ou tempo de lesão 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 saudáveis e o restante apresentou lesão do LCA 

devido a trauma durante a prática de futebol, associado ou não à lesão do menisco. Foram 

feitos exames clínicos e de imagem e 47 tiveram indicação cirúrgica via artroscópica para 

reconstrução ligamentar.  

Os sujeitos analisados foram divididos em grupos de acordo com a gravidade da lesão 

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 lesão ligamentar e sem lesão condral - não apresentaram 

nenhum tipo de afecção no joelho relatada e avaliada clinicamente (n = 12 e 24.5 ± 

2.19 anos);  

b) Grupo II – lesões condrais leves - lesões fechadas, ou seja, superfície da cartilagem 

aparentemente intacta, mas com indicativo de edema durante a palpação (n = 16 e 

37.93 ± 13.02 anos);  

c) Grupo III – lesões condrais moderadas – lesões abertas, ou seja, com fissuras, mas 

sem exposição de osso subcondral (n = 16 e 41.73 ± 10.04 anos);  

d) Grupo IV – lesões condrais graves – lesões abertas com exposição de osso 

subcondral (n = 15 e  52.25 ± 7.12 anos).  
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Figura 1. Grupos baseados no comprometimento condral descrito durante artroscopia. A. 

Grupo II – Lesões leves - superfície da cartilagem aparentemente intacta, mas com indicativo 

de edema durante a palpação. B. Grupo III – Lesões moderadas – com fissuras, mas sem 

exposição de osso subcondral.  C. Group IV – Lesões graves – com exposição de osso 

subcondral. 

 

Nenhum voluntário relatou trauma recorrente ou fez uso de anti-inflamatórios (AINEs) 

nas 3 semanas anteriores da punção de líquido sinovial.  

Os voluntários foram esclarecidos quanto às razões do estudo, seus objetivos e 

procedimentos e assinaram um termo de consentimento como requerido pela Resolução 

196/96 do National Health Committee. Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética da 

Universidade Federal de São Carlos - protocolo n° 297/2008. 

 

5.2.2. Aspiração do Líquido Sinovial  

 A coleta do líquido sinovial do joelho lesado foi realizada por meio de punções prévias 

às cirurgias. Para este procedimento, foi feita a tricotomia da face ântero-lateral do joelho 

lesado e, após anestesia, a punção, pelo cirurgião. A agulha foi inserida na região supra 

patelar lateral do joelho para coleta do líquido da bolsa subquadriciptal.  

 Todos os fluídos foram quantificados em relação ao seu volume puro e divididos em 

três amostras para armazenamento. 

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

(Forma Scientific) até seu processamento e análise. 
 

5.2.3. Dosagem de proteínas 

 A concentração de proteínas foi determinada utilizando-se o kit BCATM Protein Assays 

(Pierce), segundo instruções do fabricante. Esse método é baseado no ácido bicinconínico 

(BCA) para detecção colorimétrica e quantificação de proteínas totais. Foi construída uma 

curva padrão baseada nas concentrações de 25 µg/ml a 2000 µg/ml de BSA (soroalbumina 

A B C 
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bovina). As absorbâncias da curva padrão e das amostras de interesse foram lidas a 562 nm e 

a concentração protéica foi estimada a partir delas. 

 

5.2.4. Zimografia 

 As amostras de líquido sinovial dos sujeitos foram diluídas para uma concentração de 

2 µg/ml. Iguais quantidades de proteínas totais (30 µg/poço) foram submetidas à eletroforese 

em triplicatas. A técnica de zimografia, conforme descrita por Cleutjens e colaboradores 

(1995), consistiu de géis de poliacrilamida a 10% contendo gelatina (1mg/ml). Após 

aproximadamente 2 horas de eletroforese, os géis foram lavados 2 vezes durante 30 min em 

solução de 2.5% de Triton X-100 para remoção do SDS e em seguida incubado em tampão de 

substrato (Tris-HCL 50 mM pH 8.0, CaCl2 5 mM e NaN3 0.02%) a 37 ºC por 24 horas. Após 

este tempo, os géis foram corados com Cromassie Blue por 30 minutos, e então, descorados 

com ácido acético: metanol: água (1: 4: 5) para visualização 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 

documentação, os géis foram fotografados utilizando uma câmera (Cânon PowerShot G6) e as 

médias de intensidade das bandas foram analisadas utilizando o software Gene Tool versão 

3.06 (Syngene). 

 

5.2.5. Detecção de citocinas do líquido  

O líquido sinovial foi centrifugado a 1700 g  por 10 minutos, retirado o sobrenadante e 

também congelado a –80oC. 

Após descongelamento, as citocinas foram quantificadas no líquido sinovial de acordo 

com instruções do fabricante empregando o método de ELISA “sandwich”. As citocinas IL-10 

e IL-12 (BD Biosciences) foram detectadas empregando anticorpos de captura, citocinas-

padrão e anticorpos associados à biotina e amplificados com avidina-peroxidase. Como 

substrato foi utilizado TMB e a reação foi bloqueada adicionando ácido sulfúrico (1 M de 

H2SO4) aos poços. As absorbâncias das amostras foram avaliadas em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 450 nm. 

 

5.2.6. Citologia 

O líquido sinovial armazenado foi preparado para análise citológica, sendo processado 

em cito-centrífuga FANEM, modelo CITOSPIN - 248 por 5 minutos, sob uma rotação de 
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1.500g, sendo utilizado 100 µl em cada amostra do recipiente, previamente a cito-

centrifugação. Posteriormente o material foi fixado a seco e corado pela coloração especial de 

May-Grünwald-Giemsa (He et al., 2002; Makowski, Ramsey, 1998; Franco et al., 2008). 

Foram identificadas à presença e o número de células polimorfonucleares e 

mononucleares do líquido sinovial, através de contagem manual via microscopia óptica. As 

análises das lâminas foram feitas por dois avaliadores. O microscópio utilizado foi o 

Microscópio de Luz, Axiolab (Zeiss) num aumento de 40X. 

O cálculo do número de campos/lâminas para cada sujeito da amostra foi feito a partir 

do método estatístico distribuição de Bernoulli, no qual foi considerado o número total de 

campos da lâmina para cada sujeito e o número de células inflamatórias presentes no líquido 

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 

confiança de 95%. 

 

5.2.7. Análises Estatísticas 

 O programa utilizado para as análises foi Statistica for Windows (version 7). 

Aplicaram-se testes de normalidade (Shapiro Wilk´s W test) e homogeneidade (Levene) para 

as variáveis do estudo, sendo indicado o teste não paramétrico para análise dos dados. 

Portanto, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e posteriormente o Post hoc de Newman-

Keuls. Também foi utilizada a correlação de Spearman para se obter a relação entre as 

variáveis do estudo: MMPs, células inflamatórias, citocinas, idade, tempo de lesão e nível de 

comprometimento da cartilagem. 

Para todas as análises estatísticas foi utilizado o nível de significância de 5% (p<0.05).     

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 
 

     5.3. Resultados 

 

A tabela 1 mostra as características dos grupos do estudo, quanto ao tempo de lesão 

relatada pelos sujeitos e número de células MNC e PMN. 

 
Tabela 1. Características dos grupos com relação às variáveis: tempo de lesão relatada e 

células MNC e PMN. Variáveis descritas em média e desvio padrão. 

 Tempo de lesão 
(dias) 

Celulas PMN 
(n°/ml) 

Células MNC  
(n°/ml) 

Grupo I (n=12)  0 1312.50 ± 1013.57 

Grupo II (n=16) 129.86 ± 95.91 128.33 ± 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 
 

Não houve diferença significativa entre os grupos para o tempo de lesão. Quanto às 

células MNC também não foram encontradas diferenças entre os grupos, inclusive o controle.  

No caso das PMN, não foram encontradas diferenças significativas entre os grupos lesados 

(II, III, IV), porém o grupo controle (grupo I) não 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 níveis de  MMP-2 e MMP-9 nos diferentes grupos são apresentadas nas figuras 2, 3 

e 4. Não foi encontrada diferença estatisticamente significativa entre os grupos para a  MMP-

2 (Figura 2). Para a MMP-9 de banda 84 kDa, houve diferença 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 não apresentando forma ativa desta MMP , não houve diferença significativa 

entre ele e os demais grupos (II, III e IV), porém, quando comparamos os níveis  dos grupos 

com lesão para a banda 110 kDa  com os níveis  mostrados para a banda 84 kDa, verificamos 

que o valor em unidades arbitrárias foi menor para a banda 110 kDa (Figura 3 e 4).   
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Figura 2. Análise da MMP-2 nos grupos. Os géis foram analisados por densitometria e a 

atividade da banda 62 kDa foi expressa em unidades arbitrárias (U.A.). Os valores foram 

apresentados por média ± erro padrão da média, p< 0.05. Não houve diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos.  

 

 

 

Figura 3. Análise da MMP-9 84kDa nos grupos. Os géis foram analisados por densitometria 

e a atividade da banda foi expressa em unidades arbitrárias (U.A.). Os valores foram 

 92-84 kDa 

72-62 kDa 

                 I           II          III         IV 
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apresentados por média ± erro padrão da média, p< 0.05. * Diferenças estatisticamente 

significativas entre o grupo I, que apresentou atividade 0, com os demais grupos (II, III e IV). 
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Figura4. Análise da MMP-9 110kDa nos grupos. Os géis foram analisados por densitometria 

e a atividade da banda foi expressa em unidades arbitrárias (U.A.). Os valores foram 

apresentados por média ± erro padrão da média, p< 0.05. Não houve diferenças 

estatisticamente significativas entre os grupos.  

 

  Ambas as citocinas, a pró-inflamatória IL12 e a anti-inflamatória IL-10 foram 

detectáveis na amostra do estudo, porém a IL-10 só foi detectável no grupo II (em 7.5% das 

amostras do grupo) e no grupo III (em 22% das amostras do grupo) e não foram consideradas 

significativas as diferenças entre grupos para a IL-10. Já a IL-12 foi detectável em 100% das 

amostras do grupo II, III e IV, e no grupo I a detecção ocorreu 25 % das amostras, as quais 

também apresentaram os menores valores, conforme mostra a figura 5. Houve diferença 

significativa entre os grupos para a IL-12. 

130-110 kDa 

              I           II          III         IV 
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Figura 5. Níveis de IL-12 e IL-10 nos grupos do estudo. Os valores foram apresentados por 

média ± desvio padrão. * Diferença significativa entre o grupo I e os grupos III e IV (p<0.01). 
 

O valor de correlação e de significância estatística entre as variáveis do trabalho são 

mostrados na tabela 2 

 

Tabela 2. Correlação entre as variáveis. Valor de R. 

 

MMP-2 

(U.A.) 

MMP-9 

84 kDa 

(U.A.) 

Temp 

 Lesão 

(dias) 

MNC 

(n°/ml) 

PMN 

(n°/ml) 
Dan Cart 

IL-10 

(pg/ml) 

IL-12 

(pg/ml) 

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** 

IL-10       1 - 

IL-12        1 

* para p< 0.05.  ** para p< 0.01. Temp les – tempo de lesão até a coleta do líquido sinovial. 

Dan Cart – gravidade dos danos na cartilagem 

 

Para o teste de correlação, a MMP-2, ambas MMP-9, as citocinas IL-10 e IL-12 e as 

células PMN e MNC não apresentaram correlação com a idade. A MMP-2 apresentou 

correlação negativa fraca com o tempo de lesão (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 correlação 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 correlação positiva forte entre si (R= 0.78, p<0.01). O tempo de lesão teve 

uma relação positiva moderada com o nível de acometimento condral (R=0.44, p<0.01). A 

* 

* 

              I          II         III        IV               I           II         III        IV 
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MMP-9 (110 kDa) não apresentou correlações significativas com as variáveis do estudo. As 

células PMN e MNC apontaram uma correlação positiva com a citocina pró-inflamatória IL-

12 (R=0.53, p<0.01 e R= 0.47, p<0.01 respectivamente). A interação 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 correlação positiva com os danos na cartilagem 

(R= 0.40, p < 0.01).  
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     5.4. Discussão 

 

 Os resultados mostraram um processo inflamatório articular persistente no líquido 

sinovial devido ao influxo de neutrófilos e pela presença da IL-12 pró-inflamatória nos grupos 

lesados da amostra estudada.   

 O número elevado de células inflamatórias e a expressão de IL-10 e IL-12 sem 

nenhuma correlação com o tempo de lesão apontam para uma manutenção da inflamação após 

o período agudo do trauma, corroborando com resultados anteriores (Franco et al.,2008). 

Frisbie e colaboradores (2008) também apontaram para a manutenção 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, não houve diferença estatística com os outros 

grupos. Estes valores estão acima dos valores de leucócitos encontrados em estudos 

anteriores, em que foi considerado inflamado os líquidos sinoviais com cerca de 200 a 2000 

células inflamatórias/mm3, e normal, os líquidos com menos de 50 células inflamatórias/mm3, 

sendo o predomínio 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 há presença de maior 

processo inflamatório na população deste estudo. 

 Os danos condrais apresentaram uma correlação positiva com o tempo da lesão, o que 

denota que na população estudada, quanto maior o tempo da lesão, maior o grau de lesão da 

cartilagem, o que pode ser explicado pela alteração da biomecânica articular, favorecendo os 

microtraumas, estimulando mediadores inflamatórios e o ciclo de lesão ao longo do tempo 

(Dalhberg et al., 1994; Fiorito et al., 2005). 

 As MMPs são endopeptidades dependentes de calcio (Ca++) ou zinco (Zn++), que são 

importantes na degradação e remodelamento da MEC (Marquetti et al., 2008b). Nossos dados 

mostraram que a atividade da MMP-2 está presente em todos os grupos do estudo, sem 

diferença significativa entre eles, porém a atividade foi maior no grupo controle e em estágios 

iniciais da lesão condral, diminuindo no estágio avançado. A expressão da MMP-2 também 

mostrou uma correlação negativa com os danos na cartilagem e com a IL-12 pró-inflamatória, 

o que aponta que a gelatinase A, quando ativa, pode não estar envolvida nos processos de 

degeneração da cartilagem, e por outro lado, estar envolvida no turnover normal do tecido, 

confirmando estudos anteriores (Arican et al., 2000; Gepstein et al., 2002).    

 A ausência da atividade das MMPs-9 no grupo controle, e a correlação da banda 84 

kDa com os neutrófilos e com a IL-12, nos sugere que a expressão da gelatinase B esteja 

envolvida nos processos de degeneração da cartilagem. Assim, o número elevado de celulas 
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PMN, a ação da citocina pró-inflamatória e conseqüentemente a atividade da MMP-9 

agravariam a perda de proteoglicanos da MEC.  

 Há diferentes formas de regulação da atividade das proteases, como: a) autoativação 

(Nagase, 1997); b) modulação por moléculas de GAG, como ácido hialurônico, ativando 

MMP-9 e estimulando MMP-2 e sulfato de queratana, inibindo as mesmas gelatinases (Isnard, 

Robert, Renard, 2003); c) regulação pelas interleucinas (Gepstein et al., 2002; He et al., 2002; 

Maiotti et al., 2000); d) relação entre a as proteases e o ambiente inflamado (Marini et al., 

2003), em especial entre as MMP-9 e os neutrófilos e macrófagos, pois esta protease pode ser 

produzida por ambas as células e, ainda, por osteoclastos e linfócitos (Makowski, Ramsby, 

2003; Okada, 2000; Yoshihara et al., 2000.  

O comportamento das MMPs neste estudo está de acordo com estudos prévios que 

demonstraram que o RNA mensageiro da MMP-9 e a expressão da sua proteína foram 

encontrados somente em sujeitos com OA, enquanto que o RNA mensageiro da MMP-2 é 

detectado em ambas as populações, saudáveis e com OA. A gelatinase B tem se mostrado 

predominante nas doenças da cartilagem (Gupta et al., 2007; Milner et al., 2006). 

No trabalho experimental de Kim et al  (2000) foi identificado uma supressão da 

inflamação pela ação da IL-10, porém na população estudada esta citocina foi pouco 

detectada, ou seja, sua atividade foi vista em apenas alguns dos sujeitos da amostra, sugerindo 

que, caso haja uma atenuação da inflamação pela IL-10, ela não ocorre em todos os 

indivíduos. O fator determinante da expressão da IL-10 pode ser objeto de novos estudos. 

A IL-12 foi apontada como responsável pela transformação de um processo agudo 

para um processo crônico, pela inibição da síntese de condrócitos e por estimular a produção 

de interferon-α (IFN-α) e óxido nítrico (NO) pelos macrófagos (Joosten et al., 2002). A 

correlação positiva moderada entre a IL12 e as células MNC e PMN, aponta para uma 

possível interação entre esta citocina e as células inflamatórias. A relação diretamente 

proporcional entre a IL-12 e os danos na cartilagem também sugere que sua presença é 

determinante para o avanço da lesão condral.  

Assim, verificou-se que existe um processo inflamatório nos líquidos sinoviais de 

indivíduos com lesão pós-traumática e que persiste ao longo do tempo. Apesar da literatura 

apontar a IL-6 como uma das principais citocinas pró-inflamatórias da patogênese da OA 

(Stannus et al., 2010; Valdes et al., 2010), a IL-12 também demonstrou estar associada com a 

degradação da cartilagem, com o influxo de células inflamatórias e com a gelatinase B. 

Talvez sua expressão seja mais pronunciada no líquido sinovial de sujeitos que ainda não 

desenvolveram OA, porém possuem lesão condral. 
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Yang e colaboradores (2008) analisaram a influência dos AINES sobre as gelatinases e 

verificaram que estes antiinflamatórios inibiram os níveis de MMP-2 e MMP-9, porém não se 

sabe o efeito dos AINES na síntese de proteoglicanas. Sendo que a MMP-2 parece estar 

relacionada somente ao turnover fisiológico da cartilagem, seria interessante a inibição 

específica da MMP-9. Como a IL-12 tem relações diferentes e inversas com os dois tipos de 

gelatinases, novos estudos poderiam verificar as reações bioquímicas envolvidas nesta relação 

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 estão 

relacionadas à degradação da cartilagem em sujeitos com lesão crônica do LCA, e que, caso 

ocorram tentativas de compensação e reparo pela IL-10 e pela MMP-2 elas são insuficientes 

para conter a degradação da cartilagem, indicando que o catabolismo ainda supera o 

anabolismo nestes indivíduos. Os resultados apresentados sugerem que uma supressão 

eficiente da expressão da IL-12 e da MMP-9 poderia levar ao controle ou à diminuição da 

inflamação articular nestes indivíduos.  
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     5.5. Conclusão 

 

 A inflamação do líquido sinovial é de grande relevância para os processos metabólicos 

e bioquímicos que ocorrem na articulação. Os neutrófilos (PMN), as gelatinases B (MMP-9) e 

a citocina IL-12 parecem estar relacionados entre si e terem participações importantes no ciclo 

de destruição da cartilagem. Ao contrário, a MMP-2 parece estar relacionada ao turnover 

fisiológico e a IL-10, pouco expressa na população estudada, ainda não tem uma ação clara na 

lesão crônica do LCA. Enfim, o rompimento ligamentar requer cuidados primários no 

controle da inflamação e da ação proteolítica, pois, independente do tempo de lesão e da 

realização de reconstrução cirúrgica, os microtraumas devem ser evitados.  
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     6.   MANUSCRITO 3 
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A relação da dor e da função do joelho com a atividade proteolítica e inflamatória presentes 

na degradaçâo da cartilagem após lesão do ligamento cruzado anterior.  
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Resumo 

 

Objetivo: verificar a relação da dor e da função com a atividade proteolítica e inflamatória na 

degradação da cartilagem decorrente da lesão crônica 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 saudáveis e 111 

apresentaram lesão do ligamento cruzado anterior, associado ou não à lesão meniscal e à lesão 

condral, com graus variando entre 0 e 4, de acordo com o ICRS. Os sujeitos foram avaliados 

subjetivamente quanto à dor (EVA) e a função do joelho (IKDC). Foi coletado líquido 

sinovial e sangue. A concentração de GAGs foi analisada pelo corante azul de 

dimetilmetileno. A presença de células inflamatórias mononucleares (MNC) e 

polimorfonucleares (PMN) foi avaliada por microscopia óptica após coloração com May-

Grünwald-Giemsa. A atividade das metaloproteases e das citocinas foi verificada pelas 

técnicas da zimografia e ELISA respectivamente. . Foi aplicado o teste não paramétrico de 

correlação de Spearman entre as variáveis. Resultados: a dor e a perda da função parecem 

estar relacionadas às mesmas citocinas pró-inflamatórias, IL-6 e IL-8. O número de estruturas 

lesionadas e a presença de GAGs acelera os prejuízos na cartilagem articular, aumentando a 

dor e prejudicando a função. A MMP-9 está relacionada positivamente aos sintomas 

dolorosos e a função é inversamente proporcional à presença de células inflamatórias. 

Conclusão: A dor e a função estão relacionadas a atividades proteolíticas e inflamatórias do 

ambiente articular, principalmente à atividade da IL-6, IL-8 e a MMP-9 (84 kDa).  

Dependendo da expressividade destes biomarcadores e da interação entre eles há piora da dor 

e da função e aumentam os riscos de desenvolver OA. 

 

Palavras chave: lesão condral; metaloproteases; citocinas, inflamação, dor, função. 
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     6.1. Introdução 

 

 O joelho é a articulação do membro inferior mais frequentemente acometida pela 

osteoartrite (OA) pós-traumática. O paciente com OA de joelho relata dor e dificuldade para 

realizar atividades funcionais (Bennell et al., 2003). A lesão do LCA compromete a 

estabilidade, levando a microtraumas repetitivos. A articulação fica inflamada e a 

propriocepção articular comprometida (Castro et al., 2003; Strobel; Stedtfeld, 2000). Isto tem 

importantes implicações clínicas visto que a reconstrução do LCA restitui a função mecânica 

do joelho, enquanto que a função proprioceptiva é perdida (Strobel; Stedtfeld, 2000), embora 

alguns trabalhos mostraram que os receptores do neoligamento podem se regenerar (Fatarelli; 

Almeida ; Nascimento, 2004). 

 A lesão do LCA freqüentemente está relacionada a alterações e adaptações na ativação 

e padrão de recrutamento muscular, modificando o desenvolvimento de torque do músculo 

quadríceps. Os mecanismos que geram essa atividade muscular alterada ainda não foram 

totalmente esclarecidos. Acredita-se que a falta de informações proprioceptivas provocam 

inibição reflexa do quadríceps e ativação 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 

superfícies articulares, causando traumas na cartilagem em diferentes áreas da superfície 

articular. Esses micromovimentos são reconhecidos pelos condrócitos, que alteram seu estado 

metabólico para responder às tensões mecânicas (Suh et al., 1999;  Mobasheri et al.,  2002). 

Se as agressões persistem a cartilagem pode entrar num processo degenerativo, com o 

aumento do catabolismo e da inflamação articular. Os mediadores inflamatórios são ativados 

e da-se início a ação das proteases na quebra da matriz. 

As principais citocinas inflamatórias ligadas à degradação da cartilagem são a 

interleucina (IL) 1 beta (β), o fator de necrose tumoral alfa (TNF-α), a IL-6 e a IL-8. A ação 

do fator de transformação do crescimento (TGF) β e da IL-10 na lesão condral não está 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 catabólicos 

também se encontram as metalopeptidases (MMPs), principalmente a MMP-9 (Gupta et al., 

2007; Milner et al., 2006). A ação proteolítica e inflamatória resulta em maior liberação de 

fragmentos da cartilagem (glicosaminoglicanos) no líquido sinovial. Estes fragmentos 

presentes no líquido podem ser potencialmente agravantes do quadro de OA (Franco et al., 

2008).  
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Sabe-se que as ações inflamatórias e proteolíticas são determinantes no avanço da 

lesão condral, e que a função articular do joelho se altera em contrapartida aos eventos 

bioquímicos e moleculares que envolvem a cartilagem, a sinóvia e o líquido sinovial. Porém, 

poucos estudos relacionam as alterações funcionais e os sintomas de dor à presença dos 

biomarcadores articulares. Os tratamentos atuais são paliativos e visam impedir a progressão 

da doença e proporcionar alívio dos sintomas. As investigações dos marcadores inflamatórios 

relacionados à perda da função e à dor podem proporcionar novos estudos e estratégias de 

tratamento, principalmente farmacológico. Portanto, o objetivo deste trabalho foi verificar a 

relação da dor e da função com a atividade proteolítica e inflamatória na degradação da 

cartilagem, em indivíduos com lesão crônica 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 

saudáveis e 111 apresentaram lesão do ligamento cruzado anterior, associado ou não à lesão 

meniscal e à lesão condral, com graus variando de 0 a 4, de acordo com o ICRS 

(Internacional Cartilage Repair Society, 2000). As características dos sujeitos são mostradas 

na tabela 1. 

Os sujeitos  tiveram indicação cirúrgica via artroscópica para reconstrução ligamentar 

e para reparo meniscal, quando necessário. Nenhum voluntário relatou ter feito uso de anti-

inflamatórios (AINEs) nas 3 semanas anteriores da punção de líquido sinovial.  

Para inclusão no estudo, os sujeitos não poderiam ter alterações sistêmicas cardio-

respiratórias e/ou reumáticas, presença de amostra de líquido sinovial sanguinolenta, não 

poderiam ter realizado infiltrações articulares ou ter limitações na amplitude de movimento de 

0 a 90 graus. 

Os sujeitos foram esclarecidos quanto às razões do estudo, seus objetivos e 

procedimentos e assinaram um termo de consentimento como requerido pela Resolução 

196/96 do National Health Committee. Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética da 

Universidade Federal de São Carlos, registrado no Conselho Nacional de Saúde – Protocolo 

nº 297/2008. 

 

Tabela 1. Características dos grupos com relação ao índice de massa corpórea (IMC), idade e 

tempo de lesão relatada. Média± desvio padrão. 

IMC 
(Kg/m2) 

idade 
(anos) 

Tempo de 
lesão relatada 

(anos) 

25.95 ± 4.19 31.98 ± 9.98 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 

analógica (EVA) com valores entre 0 e 10, sendo 0 “ausência total de dor” e 10 “dor 

máxima”. A dor  referiu-se à sensação dolorosa da última semana e a escala foi aplicada 

previamente a coleta do líquido sinovial. 
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6.2.3. Avaliação subjetiva da função do joelho 

 Para quantificar as condições clínicas e funcionais destes indivíduos foi utilizado o 

formulário de avaliação subjetiva do Comitê Internacional de Documentação do Joelho 

(IKDC) (Irgang et al., 2001), sendo o escore obtido para cada indivíduo normatizado, 

considerando 100% o valor mais próximo do esperado para indivíduos sadios. 

 

6.2.4. Número de afecções 

 Para cada sujeito foi anotado o número de afecções em estruturas articulares do joelho, 

confirmadas pela artroscopia. Da seguinte forma:  

1- para lesão isolada do LCA;  

2- para lesões do LCA+ menisco ou LCA+ condral; 

3- para lesões do LCA+menisco+condral. 

 

      6.2.5. Coleta do Líquido Sinovial 

 A punção do líquido sinovial do joelho lesado foi realizada sob anestesia, previamente 

às cirurgias. A agulha foi inserida na região suprapatelar lateral do joelho para coleta do 

líquido da bolsa subquadriciptal. A coleta do grupo controle foi feita de maneira semelhante, 

porém não houve intervenção cirúrgica posterior, sendo realizada a limpeza e assepsia da face 

antero-lateral, seguida de anestesia local com 0.5 ml de xilocaína a 1%, sem vasoconstritor. 

Todos os fluídos foram quantificados em relação ao seu volume puro e armazenados em 

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

 

6.2.6. Avaliação Macroscópica da Cartilagem Articular 

Para determinar os níveis de lesão tecidual da cartilagem articular, durante o 

procedimento cirúrgico artroscópico, foi utilizada uma ficha de avaliação baseada na 

classificação histológica pertencente ao ICRS (Internacional Cartilage Repair Society, 2000), 

descrita abaixo: 

Grau 0: cartilagem normal 

Grau 1: fibrilação, irregularidades e fissuras de superfície 

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

cartilagem 

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

cartilagem 

Grau 4: fissuras profundas até o osso subcondral 
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  A pontuação do grau de destruição tecidual foi definida utilizando o parâmetro “Score 

máximo”, representado pelo maior grau de lesão da cartilagem (escala de 0 a 4) encontrado 

em qualquer uma das regiões dos côndilos femoral, tibial, patela e tróclea.  

 

6.2.7. Dosagem de Glicosaminoglicanos Sulfatados 

A concentração de GAGs no líquido sinovial, é uma avaliação do turnover da 

cartilagem (Elsaid et al., 2008). A dosagem foi feita por meio de análise de absorbância após 

coloração 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 específico para 

dosagem de GAGs sulfatadas presentes em tecidos e fluidos corporais. 

As amostras de líquido sinovial foram centrifugadas a 14.000g durante 15 minutos em 

Centrifuga da marca Eppendorf modelo 5415D. Após este procedimento, 100 µ l do 

sobrenadante desta amostra foram digeridos em 100 µ l de tampão acetato 0.4M pH 5.8 

contendo 10mM de EDTA, sendo adicionado imediatamente antes do uso 20mM de N-

AcetilCisteina e Papaína na proporção de 300µg por 1ml de líquido sinovial. Após incubação 

durante 24 horas à temperatura de 60º C em banho maria, foi adicionado ácido iodoacético em 

uma concentração final de 10mM totalizando um volume de 22.2 µ l, que foram centrifugados 

durante 4 min a 12.000g.  Ao sobrenadante foi adicionado 1 unidade de hialuronidase de 

estreptomices. Após a incubação por 12 horas à temperatura de 37ºC , também em banho 

Maria, foram retirados 100 µ l. Uma vez que a amostra estava pronta para a dosagem, a 

solução de reagente DMMB (2,5ml) foi adicionada ao material e a absorbância foi lida em 

λ=526 nm em espectrofotômetro, após alguns segundos.  

Para determinar as concentrações de GAGs foram usadas soluções de sulfato de 

condroitina com concentrações conhecidas. 
 

6.2.8. Dosagem de proteínas 

 A concentração de proteínas foi determinada utilizando-se o kit BCATM Protein Assays 

(Pierce), segundo instruções do fabricante. Esse método é baseado no ácido bicinconínico 

(BCA) para detecção colorimétrica e quantificação de proteínas totais. Foi construída uma 

curva padrão baseada nas concentrações de 25 µg/ml a 2000 µg/ml de BSA (soroalbumina 

bovina). As absorbâncias da curva padrão e das amostras de interesse foram lidas a 562 nm e 

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

 As amostras de líquido sinovial dos sujeitos foram diluídas para uma concentração de 

2 µg/ml. Iguais quantidades de proteínas totais (30 µg/poço) foram submetidas à eletroforese 

em triplicatas. A técnica de zimografia, conforme descrito por Cleutjens et al. (1995), 

consistiu de géis de poliacrilamida a 10% contendo gelatina (1mg/ml). Após 

aproximadamente 2 horas de eletroforese, os géis foram lavados 2 vezes durante 30 min em 

solução de 2.5% de Triton X-100 para remoção do SDS e em seguida incubado em tampão de 

substrato (Tris-HCL 50 mM pH 8.0, CaCl2 5 mM e NaN3 0.02%) a 37 ºC por 24 horas. Após 

este tempo, os géis foram corados com Cromassie Blue por 30 minutos, e então, descorados 

com ácido acético:metanol:água (1:4:5) para visualização 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 

documentação, os géis foram fotografados utilizando uma câmera (Cânon PowerShot G6) e as 

bandas de atividade foram analisadas quanto a sua densitometria no software Gene Tool 

versão 3.06 (Syngene). 

 

6.2.10. Detecção de citocinas do líquido sinovial  

O líquido sinovial foi centrifugado a 1700 g  por 10 minutos, retirado o sobrenadante e 

também congelado a –80oC. 

Após descongelamento, as citocinas foram quantificadas no líquido sinovial de acordo 

com instruções do fabricante empregando o método de ELISA “sandwich”. As citocinas TNF-

α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 e o TGF-β (BD Biosciences) foram detectadas empregando 

anticorpos de captura, citocinas-padrão e anticorpos associados à biotina e amplificados com 

avidina-peroxidase. Como substrato foi utilizado TMB e a reação foi bloqueada adicionando 

ácido sulfúrico (1 M de H2SO4) aos poços. As absorbâncias das amostras foram avaliadas em 

espectrofotômetro no comprimento de onda de 450 nm. 

 

6.2.11. Citologia 

O líquido sinovial armazenado foi preparado para análise citológica, sendo processado 

em cito-centrífuga FANEM, modelo CITOSPIN - 248 por 5 minutos, sob uma rotação de 

1.500g, sendo utilizado 100 µl em cada amostra do recipiente, previamente a cito-

centrifugação. Posteriormente o material foi fixado a seco e corado pela coloração especial de 

May-Grünwald-Giemsa (He et al., 2002; Makowski, Ramsey, 1998; Franco et al., 2008). 
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Foram identificadas à presença e o número de células polimorfonucleares e 

mononucleares do líquido sinovial, através de contagem manual via microscopia óptica. As 

análises das lâminas foram feitas por dois avaliadores. O microscópio utilizado foi o 

Microscópio de Luz, Axiolab (Zeiss) num aumento de 40X. 

O cálculo do número de campos/lâminas para cada sujeito da amostra foi feito a partir 

do método estatístico distribuição de Bernoulli, no qual foi considerado o número total de 

campos da lâmina para cada sujeito e o número de células inflamatórias presentes no líquido 

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 

confiança de 95%. 

 

6.2.12. Analises Estatísticas 

 O programa utilizado para as análises foi Statistica for Windows (version 7). Aplicou-

se testes de normalidade (Shapiro Wilk´s W test) e homogeneidade (Levene) para as variáveis 

do estudo, sendo indicado testes não paramétricos para análise dos dados. Foi aplicado o teste 

não paramétrico de correlação de Spearman para se obter a relação entre as variáveis: IMC, 

idade, grau de lesão condral, número de afecções, tempo de lesão, dor, concentração de 

GAGs, atividade de metalopeptidases, presença de células inflamatórias, concentração de 

citocinas inflamatórias e função subjetiva pelos formulário  IKDC. 

Para todas as análises estatísticas foi utilizado o nível de significância de 5% (p<0.05).   
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     6.3. Resultados 

 

Dentre os sujeitos do estudo, 30 eram saudáveis, 35 tinham lesão isolada do LCA,  45 

apresentavam duas afecções (23 LCA+menisco e 22 LCA+condral) e 31 possuiam três 

afecções (LCA+condral+menisco).  

A quantidade média de líquido sinovial aspirado foi de 3.34 ml + 4.85 ml. Das 

punções realizadas, o líquido sinovial apresentou coloração amarelo cítrino e, em alguns 

casos, a presença de filetes de sangue, devido à contaminação da amostra pela agulha 

utilizada na perfuração da pele para coleta do material.  

Quanto à presença de células inflamatórias por ml de líquido sinovial houve variações 

no número 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 concentrações de GAGs apresentaram uma variação de concentração entre 0 µg/ml 

e 781.8 µg/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 padrão da atividade das MMPs em unidades arbitrárias foram: a) MMP-2 1400280.6 

± 809227.4 U.A.; b) MMP-9 (84kDa) 106693.4 ± 136419.4 U.A.; c) MMP-9 (110 kDa) 

46687.3 ± 88397.4 U.A. 

Foram detectadas na amostra as citocinas TGF-β, IL1- β, IL-6, IL-8 e IL-10. O TNF-α  

não foi detectável. A IL-10 foi detectada somente em 3% da amostra. 

As condições clínicas e funcionais dos sujeitos apresentaram um valor médio de 63.90 

± 26.81, segundo o formulário de avaliação subjetiva do Comitê Internacional de 

Documentação do Joelho (IKDC). 

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

Para fins didáticos, as correlações significativas (p<0.05) foram apresentadas em duas 

tabelas, a primeira correlacionando as características dos sujeitos com a dor e a função do 

joelho (tabela 2). A segunda apresentando a correlação entre as variáveis: dor, função, idade, 

IMC, grau de lesão, número de afecções e tempo de lesão com as variáveis inflamatórias, 

proteolíticas e de turnover da cartilagem (tabela 3).  
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Tabela 2. Valor de R das correlações entre dor e função com as características dos sujeitos. 

 
Dor 

(escala) 

Função 
IKDC 
(score) 

Idade 
(anos) 

IMC 
(Kg/m2) 

Grau de 
lesão 
(ICRS) 

Nº de 
afecções 

Tempo 
de lesão 
(anos) 

Dor 1  0.41**  0,36* 0.48*  

Função 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 lesão     1 0.77** 0.32* 

Nº de afecções      1  

Tempo de lesão       1 

* p<0.05 e ** p<0.01 

IKDC – Comitê internacional de documentação do jeolho 

ICRS - Internacional Cartilage Repair Society 

IMC – Índice de massa corpórea 

 

Nas correlações entre a função e a dor com as características dos sujeitos do estudo os 

resultados apontaram que a dor e a função estão mais relacionadas com o número de afecções 

do que ao grau de lesão condral. 

 A idade também está relacionada positivamente à dor e à perda de função e ao 

aumento do IMC. Um maior IMC está relacionado a uma menor função da articulação do 

joelho. 

 O grau de lesão condral é mais afetado pela idade e pelo IMC do que pelo número de 

estruturas lesadas, porém este último é determinante na evolução da lesão na cartilagem, ou 

seja, quanto maior o número de afecções, maior a chance de ter lesão condral. O tempo de 

lesão também está relacionado ao grau de lesão condral, porém em menor intensidade do que 

o número de afecções. 
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Tabela 3. Valor de R das correlações entre as características dos sujeitos e as variáveis 

inflamatórias, proteolíticas e de turnover . Estão representados os valores significantes. 

 
Dor 

(escala) 

Função 
IKDC 
(score) 

Idade 
(anos) 

IMC 
(Kg/m2) 

Grau de 
lesão 
(ICRS) 

Nº de 
afecções 

Tempo de 
lesão 
(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 84 kDa 0.38*    0.44* 0.71**  

MMP-9 110 kDa   0.43*  0.70** 0.73**  

TGF-β líquido       0.50** 

IL-1β líquido   -0.25*     

IL-6 líquido 0.50** -0.49* 0.33* 0.33* 0.37* 0.31*  

IL-8 líquido 0.36* -0.42*   0.38* 0.47*  

IL-10 líquido       -0.26* 

* p<0.05 e ** p<0.01 

IKDC – Comitê internacional de documentação do jeolho 

ICRS - Internacional Cartilage Repair Society 

IMC – Índice de massa corpórea 

 

Quando buscamos correlacionar as características dos sujeitos com as variáveis 

inflamatórias, proteolíticas e de turnover, os resultados apontam que: 

 A) A dor está relacionada à concentração de GAGs livres (R= 0.59, p< 0.01), à 

atividade da MMP-9 (84 kDa) (R=0.38, p<0.05) e à presença das citocinas inflamatórias IL-6 

(R=0.50, p<0.01) e IL-8 (R=0.36, p<0.05), de forma diretamente proporcional. 

 B) A função da articulação do joelho é alterada de forma negativa pela presença de 

células MNC (R= -0.41, p<0.05) e PMN (R= -0.58, p<0.01), pela concentração 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 líquido sinovial. 

 C) Com o aumento da idade há uma tendência ao aumento da expressão da MMP-9 de 

banda 110 kDa (R= 0.43, p<0.05) e uma tendência menor ao aumento da IL-6 (R= 
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0.33,p<0.05), enquanto que a IL-1β  mostrou uma tendência a queda da sua produção na 

população estudada (R= -0.25, p<0.05). 

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

 E) O grau de lesão 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 relação positiva pelas IL-6 (R=0.37, p<0.05) e IL-8 (R= 0.38,p<0.05). O 

grau de lesão do tecido cartilaginoso só mostrou correlação negativa e forte com a MMP-2 

(R= -0.80, p<0.01).  

 F) O número de afecções apresentou correlação 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 

lesão condral, apresentou correlação negativa com a MMP-2 (R= -0.71,p<0.01).  

 G) O tempo de lesão apresentou uma correlação negativa com a concentração 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 correlação positiva somente com o TGF-β (R0.50,p<0.01). 
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     6.4. Discussão 

 

A OA é a forma mais comum de artrite das articulações sinoviais e resulta de eventos 

biológicos e mecânicos cumulativos que induzem a um desequilíbrio entre síntese e 

degradação dos tecidos articulares (Adamapoulos et al, 2006; Ishiguro, Kojima, Poole, 2002; 

Gupta et al, 2007), causando dor, alterações 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 

inflamatórios e proteolíticos associados à perda da função e aos sintomas dolorosos. 

 O aumento do IMC além de gerar maior sobrecarga articular, também está relacionado 

à atividade de IL-6, uma citocina pró-inflamatória apontada como agente de degradação da 

cartilagem (Valdes et al., 2010). Miller e colaboradores (2008) também verificaram que o 

ganho de peso está associado ao aumento da atividade da IL-6, porém da sanguínea.  

 As correlações associadas à dor apontam que ela pode estar relacionada a uma maior 

efusão articular, com aumento de fragmentos de proteoglicanos, aumento da atividade 

proteolítica e aumento da liberação das citocinas IL-6 e IL-8 no líquido sinovial. Cuellar e 

colaboradores (2009) também apontaram para a presença de IL-6 intra-articular como 

possível geradora da dor após a lesão meniscal. 

 Quanto à função da articulação do joelho, as correlações vistas anteriormente com a 

dor se invertem, estando a melhora da função inversamente proporcional à presença local das 

IL-6, IL-8, GAGs e células PMN e MNC. Constatando que a dor é um fator determinante na  

piora da função relatada pelos sujeitos do estudo.  

 Na população estudada a idade mostrou uma relação positiva com a MMP-9 (110 

kDa) e com a IL-6 e uma relação inversa com a IL-1β. Goekoop e colaboradores (2010) 

verificaram que uma baixa capacidade de produzir estas citocinas foi associada à ausência de 

OA na velhice. Como os sujeitos deste trabalho são de uma faixa etária mais jovem que 

aqueles que desenvolvem OA primária, a IL-1β teve pouca expressão. Estas duas citocinas 

podem ter ações específicas no processo de envelhecimento, mas serem agravantes na 

destruição da cartilagem. 

 O comportamento da MMP-2 com o número de afecções e com o grau de lesão 

condral, sugere que a MMP-2 não está envolvida nos processos de degeneração da cartilagem, 

confirmando estudos anteriores (Franco et al., 2011 submetido; Arican et al., 2000; Gepstein 

et al., 2002). Já a correlação da MMP-9 com o grau de lesão condral, número de afeccções, e 

citocinas inflamatórias do líquido sinovial, aponta que elas podem estar relacionadas com a 
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degração da cartilagem e manutenção do processo inflamatório articular (Franco et al., 2011 

submetido; Gupta et al., 2007; Milner et al., 2006), sendo que a banda 84 kDa está mais 

relacionada com a dor e a 110 kDa com a idade. 

 Como na população estudada o tempo de lesão teve uma correlação positiva com o 

grau de lesão condral, a diminuição da concentração de GAGs com o tempo da lesão pode ser 

resultado de uma grande perda de tecido cartilaginoso alterando a síntese de 

glicosaminoglicanas, como já foi apontado por trabalho anterior (Franco et al., 2008). O 

número elevado de células inflamatórias e a atividade de citocinas pró-inflamatórias sem 

nenhuma correlação com o tempo de lesão apontam para uma manutenção da inflamação após 

o período agudo do trauma (Frisbie et al., 2008; Franco et al., 2008). 

 Como tempo de lesão e número de afecções favorecem o grau de lesão da cartilagem, 

a correlação negativa encontrada com a MMP-2 e a IL-10, aponta que estas moléculas não 

estão favorecendo a degradação da cartilagem. A citocina antiinflamatória IL-10 já foi citada 

como supressora da inflamação (Kim et al., 2000) e este comportamento da MMP-2 corrobora 

com estudos prévios (Franco et al., 2011 submetido).  

 O tempo de lesão também teve uma relação com o TGF-β, porém positiva, indicando 

que com o passar do tempo aumenta a atividade do TGF-β local. A ação dessa citocina, tida 

como anti-inflamatória é controversa na OA, pois estudos já apontaram um aumento de sua 

expressão na doença (Ning et al., 2010), enquanto outros não encontram diferença da sua 

atividade sistêmica quando compararam com grupos controle (Nelson et al., 2009). Davidson, 

Van der Kraan e Van der Berg (2007) sugerem que o TGF-β é essencial para a integridade da 

cartilagem, sendo uma poderosa ferramenta na prevenção ou reparo dos danos condrais. No 

entanto, a suplementação com esta citocina inibe a sua ação local, causando efeitos colaterais 

como formação de osteófitos e deixando a articulação desprotegida ao avanço da OA. Sendo 

assim, um aumento do TGF-β pode ser relacionado a tentativas de reparo da cartilagem 

articular. 

Os resultados deste estudo também sugerem que o número de afecções afeta mais a 

evolução da degradação da cartilagem do que o tempo da lesão em si, pelo fato de um maior 

número de estruturas articulares lesadas gerarem maior instabilidade e incongruência 

articular. Além disso, somado às alterações na ativação muscular e na propriocepção do 

ligamento rompido, a inflamação articular contribui para a dor e impede a chegada de 

informações aferentes relacionadas ao movimento e ao senso de posição articular. A redução 

na aferência, além de comprometer a realização das atividades de vida diária, reduz a 
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coativação neuromuscular e diminui a capacidade de absorção de choques nas superfícies 

articulares (Lephart, 2000). 

 Portanto, mais importante do que o tempo de lesão após o rompimento do LCA é o 

número de afecções. Sendo assim, a recuperação da estabilidade é primordial quando ocorre o 

comprometimento de outras estruturas, para evitar os micro traumas recorrentes. Além disso, 

os resultados deste estudo mostram que os marcadores biológicos locais podem estar 

correlacionados com as alterações funcionais e com a sensação dolorosa decorrentes da lesão 

crônica do LCA. Estes marcadores influenciam os sintomas e a chance de desenvolver 

incapacidades funcionais, lesões condrais e OA pós-traumática. Os riscos são maiores com o 

comprometimento meniscal e condral. A contenção adequada do processo inflamatório e a 

inibição da atividade da IL-6, IL-8 e MMP-9 (84 kDa) pode levar a um alívio dos sintomas 

dolorosos e consequentemente a uma melhora da percepção da função do joelho. 
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     6.5. Conclusão 

 

 A dor e a função estão relacionadas a atividades proteolíticas e inflamatórias do 

ambiente articular, principalmente à atividade da IL-6, IL-8 e a MMP-9 (84 kDa).  

Dependendo da expressividade destes biomarcadores e da interação entre eles há piora da dor 

e da função e aumentam os riscos de desenvolver OA. 
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     7.   CONSIDERAÇÕES FINAIS E ENCAMINHAMENTOS FUTUROS 

 
 

Nas condições experimentais realizadas os resultados apontaram que inflamação 

articular e sistêmica estão presentes nos portadores de lesão crônica do LCA. Esta inflamação 

é determinada pela presença de citocinas sistêmicas e locais, pela atividade das MMP-9 e pelo 

influxo de neutrófilos (PMN) na articulação. Há possibilidade de uma tentativa de reparo, pela 

IL-10, pela MMP-2 e pelo TGF-β, porém o catabolismo ainda supera o anabolismo e as 

tentativas de reparo são insuficientes para conter a degradação da cartilagem. 

As citocinas  envolvidas na degradação da cartilagem  dos sujeitos com lesão crônica 

do LCA foram a IL-12, a IL-6 e a IL-8, sendo que as duas últimas também foram relacionadas 

à dor e à perda da função nestes indivíduos. As citocinas consideradas peças chave na OA 

instalada (IL-1β e TNF-α) foram pouco detectadas  na amostra estudada. 

 Desta forma, os marcadores biológicos (MMPs, citocinas, células inflamatórias e 

GAGs) podem estar correlacionados com as alterações funcionais e com a sensação dolorosa 

decorrentes da lesão crônica do LCA, influenciando os sintomas e a chance de desenvolver 

incapacidades funcionais, lesões condrais e OA pós-traumática.  

 O risco para o desenvolvimento da OA é maior com o comprometimento meniscal e 

condral, pois o número de afecções foi  fator de risco mais importante do que tempo de lesão. 

A recuperação da estabilidade é primordial quando ocorre comprometimento meniscal, para 

evitar micro traumas recorrentes, porém, a reconstrução ligamentar não exclui a possibilidade 

de desenvolver OA. Portanto, algumas questões ainda carecem de investigações para serem 

respondidas, como por exemplo, a expressão dos biomarcadores inflamatórios, sistêmicos e 

locais, nos sujeitos com LCA reconstruído cirurgicamente. E ainda, a ação de fármacos na 

atividade inflamatória e proteolítica destes indivíduos.  

Quanto ao potencial dos biomarcadores avaliados e a classificação BIPED, 

encontramos que: 

a) Queda na concentração de TGF-β sistêmica pode ser sugestiva de lesão condral 

leve, compatível com  marcador de diagnóstico de lesão condral. 

b) Queda nos níveis de IL-12 sistêmica podem sugerir  lesão de LCA ou condral, 

compatível com marcador investigativo, pois não diferencia os tecidos lesados. 

c) Aumento da IL-8 no soro sugere lesão condral, devido a sua correlação com a IL-8 

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

especificidade. 
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d) Aumento na concentração de IL-6 ou IL-8  no líquido sinovial é sugestivo de 

lesão aguda do LCA ou, no caso de lesão crônica, a manutenção dos níveis de IL-6 

e IL-8 é sugestivo de lesão condral (moderada a severa). Desta forma, há 

possibilidade de ambas citocinas  serem consideradas marcadores de diagnóstico 

do rompimento do LCA após entorse agudo ou marcadores de gravidade da 

doença, indicando graus mais avançados de lesão condral em sujeitos com lesão 

crônica do LCA. 

e) Aumento da IL-12 no líquido sinovial aponta para presença de  lesão condral, 

independente da gravidade, indicando a possibilidade da marcação diagnóstica 

para comprometimento da cartilagem. 

f) Aumento de GAGs livres sugere  quebra da rede de colágeno, sendo um marcador 

investigativo que pode auxiliar no entendimento de outros marcadores. 

g) Aumento de MMP-9 pode indicar degradação da MEC da cartilagem, porém sem 

diferenciação de graus de comprometimento, sugerindo um marcador diagnóstico. 

 Ressaltamos que mais estudos devem ser feitos para confirmação destes potenciais 

biomarcadores. 

Enfim, a função articular do joelho se altera em contrapartida aos eventos bioquímicos 

e biomoleculares que envolvem a cartilagem, a sinóvia e o líquido sinovial. Concluímos que, 

o controle da inflamação e da produção das citocinas envolvidas na lesão condral devem ser 

feitos imediatamente após a lesão do LCA e devem persistir por muito tempo após o trauma, 

na tentativa de evitar ou controlar o desenvolvimento da OA pós-traumática. Novas 

estratégias farmacológicas e terapêuticas devem ser estudadas, pois a cascata de degradação 

da cartilagem  tem  início após o rompimento  do LCA e não é interrompida durante o período 

crônico da lesão. 
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APÊNDICE A - Artigo apresentado para qualificação de doutorado 

 
 

Franco RN, Cintra Neto PFA, Pimentel ER, Cohen M, Lima GEG, Mattiello-Rosa SMG. 

Correlação entre a presença de células inflamatórias e a concentração de 

glicosaminoglicanos sulfatados no líquido sinovial de indivíduos com osteoartrite secundária 

de joelho. J Rheumatol 35:1096–101, 2008. 
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APÊNDICE B – Termo de consentimento 
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SÃO CARLOS 
DEPARTAMENTO DE FISIOTERAPIA 

Laboratório de Análise da Função Articular 
Profª. Dr.ª Stela Márcia Mattiello Gonçalves Rosa 

Via Washington Luiz, Km 235 - C.P.676 - 13565-905 - 
São Carlos/SP - Brasil 

TEL: (16) 3351-8039-FAX: (16)3361-2081 

 
Nome do projeto: EXPRESSÃO DE CITOCINAS E CÉLULAS INFLAMATÓRIAS NO 

SANGUE E NO LÍQUIDO SINOVIAL DE INDIVÍDUOS COM OSTEOARTRÍTE 
SECUNDÁRIA E SUA RELAÇÃO COM AS ALTERAÇÕES MORFOLÓGICAS E COM A 
PRESENÇA DE BIOMARCADORES DO METABOLISMO DA CARTILAGEM 

Responsáveis: 

Profª.Drª.Stela Márcia Mattiello Gonçalves Rosa – Orientadora e Coordenadora do Projeto  

Ms. Renata Nogueron Franco– Fisioterapeuta - Aluna de Doutorado 

Eu, _______________________________________, RG n.º________________, residente à 

_________________________________ n.º ______, bairro __________________, na cidade de 

_________________________, estado _______________________, declaro que fui convidado a 

participar da pesquisa acima citada e estou consciente das condições sob as quais me submeterei 

detalhadas a seguir: 

Objetivo: O objetivo desse estudo será avaliar se existe ligação entre às alterações na 

cartilagem articular do meu joelho identificadas pelo exame de ressonância magnética e/ou 

artroscopia e os marcadores inflamatórios do sangue e líquido sinovial do meu joelho para que seja 

possível melhorar o diagnóstico e tratamento precoce da osteoatrite (artrose). 

Justificativa: Sei que a coleta de sangue e de líquido sinovial fornecerão maiores 

informações sobre a articulação do joelho comprometido e o grau de comprometimento da minha 

cartilagem. Assim como, essas novas informações auxiliarão novos estudos, o entendimento da 

osteoartrite e o tratamento de futuros pacientes com lesões de cartilagem iguais ou de maior 

intensidade que as minhas. Portanto, sei do objetivo desse estudo em investigar uma ação 

preventiva para impedir a progressão da osteoartrite em futuros tratamentos. 

a) Estou ciente de que o líquido do meu joelho e uma amostra de 4ml de sangue serão 

estudados em laboratório. Para isso, serei submetido a uma punção articular, ou seja, o líquido do 

meu joelho será aspirado através de uma seringa e agulha por médico cirurgião ortopedista. E o 

sangue do meu braço será coletado por enfermeira treinada com material descartável e estéril. 



96 
 

b) Minha identidade será preservada em todas as situações que envolvam discussão, 

apresentação ou publicação dos resultados da pesquisa, a menos que haja uma manifestação da 

minha parte por escrito, autorizando tal procedimento. 

c) Não receberei qualquer forma de remuneração pela minha participação no experimento, e 

os resultados obtidos a partir dele serão propriedades exclusivas dos pesquisadores, podendo ser 

divulgados de qualquer forma, a critério dos mesmos. 

d) Durante a aspiração do líquido do meu joelho, estou ciente de que posso experimentar a 

sensação de uma picada de inseto e leve ardência, que corresponde à injeção de anestesia, e um 

incômodo ou pressão, pela punção do líquido. Sei que posso sentir o local dolorido após a punção e 

devo evitar atividade física e esforços. Durante a coleta de sangue, estou ciente que experimentarei 

a sensação 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 não me trará qualquer prejuízo, estando 

livre para abandonar o experimento a qualquer momento. 

Declaro que entendi os objetivos, riscos e benefícios de minha participação na pesquisa e 

concordo em participar.  

 O pesquisador me informou que o projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em 

Seres Humanos da UFSCar que funciona na Pró-Reitoria de Pós-Graduação e Pesquisa da 

Universidade Federal de São Carlos, localizada na  Rodovia Washington Luiz, Km. 235 - Caixa 

Postal 676 - CEP 13.565-905 - São Carlos - SP – Brasil. Fone (16) 3351-8110. Endereço 

eletrônico:  cephumanos@power.ufscar.br 

__________________,_____ de _____________________ de _________. 

 

_____________________________ 

                                                                                  Assinatura do Voluntário 

Responsáveis: 

 

                                                                

 
 
Telefone para contato: Profª.Drª.Stela� (16) 3351-8039 ou  Ft. Ms.Renata � (19) 3442-3200/ 
(19) 8194-6098 
 

 

 

______________________________________ 

      Profª.Dr.ªStela Márcia Mattiello Gonçalves Rosa 

              Orientadora e Coordenadora do Projeto 

__________________________________________

Ms.Ft Renata Nogueron Franco 

Aluna de Doutorado 
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APÊNDICE C – Informações do voluntário 
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INFORMAÇÕES DO VOLUNTÁRIO 

 

Data:____/____/______                   Sigla:______________                   Código:__________ 

Nome:____________________________________________________Idade: ___________ 

Data de nascimento:____/____/_______ Peso:______________Altura: _______________ 

Sexo: (    ) Fem (    ) Masc.   Afecção:____________________________________________ 

Origem: ___________________________________________________________________ 

Lado acometido: (    )E (    )D  OBS: ____________________________________________ 

Data da lesão: _____/______/______tempo de lesão:_______________________________ 

Presença de afecção sistêmica, cardio-respiratória ou reumática: (    ) Sim (    ) Não 

Uso de antiinflamatórios: (    ) Sim (    ) Não. Qual:________________________________ 

Tempo de utilização:_______________________Dosagem:__________________________ 

Número de entorses recorrentes:_________________Data do último:_________________ 

Realizou fisioterapia pré-operatória: (    ) Sim (    ) Não 

Exames complementares no joelho:(    ) Radiografia (    )RM (    )Cintilografia (    )TC 

(    )Avaliação Isocinética . OBS:_______________________________________________ 

Grau de lesão condral pela RM:_______________________________________________ 

Grau de lesão condral pela artroscopia:_________________________________________ 

 

Lado acometido: 

Coloração: _________________________________ Volume total: ___________________ 

Ependorf 1 – citologia: _______________________ Volume:________________________ 

Ependorfe 2 – Interleucinas:___________________Volume:________________________ 

Ependorfe 3 – GAGs:_________________________Volume:________________________ 

Ependorfe 4 – Metalo:________________________ Volume:________________________ 

Ependorfe extra:_____________________________Volume:________________________ 

 

Sangue coletado: (    ) Sim (    ) Não.  ____________________________________________ 

Lysholm_________OBS:______________________________________________________ 

IKDC:_____________________________________________________________________ 

 

OBS:______________________________________________________________________  

___________________________________________________________________________ 
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ANEXOS 
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ANEXO A – Aprovação do comitê de ética 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



101 
 

 
 
 
 
 
 



102 
 

 
ANEXO B – Formulário de avaliação subjetiva do joelho 
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ANEXO C – Escala Visual Analógica 
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ESCALA VISUAL ANALÓGICA – EVA 

 
Questionar o paciente quanto ao seu grau de dor sendo que 0 significa ausência total de dor e 10 o 
nível de dor máxima suportável pelo paciente. 
 

 




