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RESUMO

Esta pesquisa visou avaliar a influéncia de um camdénto comercial (condrot®n cujo
componente ativo € o sulfato de condroitina e déni@ de semente de Cratylia mollis
(Cramoll 1,4) associados a crioterapia e ultrasswapéutico, em lesdo de cartilagem do
joelho de coelhos. O extrato da sementé€denollis 10% (p/v) foi preparado em NacCl
0,15 M, fracionado com sulfato de amonio (40-60%ateiracao). A fracdo obtida (F40-
60) foi submetida a cromatografia de afinidade &ephadex G-75. Cramoll 1,4 foi
obtida por eluicdo bioseletiva com D-glicose 0,3emM NaCl 0,15 M, dialisada contra
NaCl 0,15 M durante 24 h, e liofilizada. O estddbrealizado através da analise das
comunidades celulares (média de 250 células/ingd)id obtidas nos estudos
histolégicos. Foram utilizados 18 coelhos machosaga Califérnia, albinos, pesando
entre 2,5 a 3,5 Kg, correspondendo de dois a te&esnde idade (Masoud et al., 1986),
totalizando uma média de 4500 células analisadas. realizada lesdo na cartilagem,
simulando osteoartrose nos joelhos dos coelhosps&enormente, os animais foram
divididos em nove grupos (2 individuos/grupo) degamento. Grupo controle (GC) com
nenhum procedimento terapéutico; Grupo submetidpl@&acdo de gelo (GG); Grupo
submetido a terapia com ultrassom terapéuticopipsado, marc&LD Avatar II®, com
frequéncia de 1 MHz, intensidade de 535 mW/cm2 Wochn2), pulso de 2:8 e
previamente calibrado (GU); Grupo que recebeu #mjeigtra muscular de condrofon
(GSC); Grupo que recebeu Cramoll 1,4 (GCramollkigdér submetido a aplicacdo de
gelo e injecdo de condro®{GGSG); Grupo submetido a terapia com ultrassom e
condroton (GUSG); Grupo submetido a aplicagédo de gelo e Gltaiyd (GGCramoll) e,
Grupo submetido a terapia com ultrassom e Cramdll(GUCramoll). Os resultados
obtidos demonstraram que, quando comparadas zagéib do ultrassom terapéutico com
condroton® (p=0,0251%); e ultrassom terapéutico doramol 1,4 (p=0,0414%*), houve
aumento da area do sulfato de condroitina em amdgsupos, porém, este aumento foi
maior no grupo tratado com Cramoll 1,4. A utilidacde crioterapia concomitante ao
uso de condroton® ou Cramol 1,4, ndo demonstroarafitas no estudo, quando
comparados os efeitos do tratamento entre 60 eig0 A utilizacdo de Cramol 1,4
aumentou a area do sulfato de condroitina (p=0)004 osteoartrose da cartilagem do
joelho de coelhos em 60 e 90 dias de tratamentaoenparagcdo com 0 grupo controle.

Observou-se também, aumento da area do colageno aoutilizacdo do
condroton® com 60 dias de tratamento, (p=0,000@dyem, diminuindo sua area no
periodo de 90 dias. Desta forma os autores comnluque o ultrassom terapéutico e a
Cratylia mollis 1,4 tem efeitos positivos sobresteoartose induzida experimentalmente
nos coelhos.

Palavras-chave: lectina. Cramoll 1,4. Crioterapit&ra-som terapéutico. Osteoartrose.
Joelho.
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ABSTRACT

This research aimed to evaluate the influencedrfig trade (condroton ®), whose active
component is chondroitin sulfate and seed lectaty@ia mollis (Cramoll 1.4) associated
with cryotherapy and therapeutic ultrasound in knesdilage injury rabbits. The seed
extract of C. mollis 10% (w / v) was prepared i13.M NaCl, fractionated with
ammonium sulfate (40-60% saturation). The fractbtained (F40-60) was subjected to
affinity chromatography on Sephadex G-75. The Ctahd was obtained by elution
with D-glucose bioselective 0.3 M in 0.15 M NaGhlgized against 0.15 M NaCl for 24h
and lyophilized. The study was conducted by anatyzhe cellular communities (mean
250 cells / individual), obtained in the histolaglistudies. We used 18 male white rabbits
California albino weighing between 2.5 and 3.5 ¢@responding to two to three months
of age (Masoud et al. 1986), totaling an averagé500 cells analyzed. Cartilage injury
was performed to simulate knee osteoarthritis tadod subsequently, the animals were
divided into nine groups (n = 2/grupo) treatmenobnol Group (CG) with no
therapeutic procedure; Group submitted to the apfiin of ice (GG), Group underwent
ultrasound therapy (GU) Group received musculaecitipn of condroton ®, (GSC),
Group 1 received Cramoll , 4 (GCramoll); Group siuted to the application of ice and
injection condroton ® (GGSG) Group undergoing thgraith ultrasound and condroton
® (GUSG); Group submitted to the application of &ed Cramoll 1.4 (GGCramoll) and
group undergoing therapy with ultrasound and Crarh@l (GUCramoll). The results
demonstrated that when compared to use of thepdetia ultrasound condroton® (* p =
0.0251) and with therapeutic ultrasound cramol (©.6414 *), increased area of
chondroitin sulfate in both groups, but this ineeavas greater in the group treated with
cramol. The use of concomitant use of cryotherapydooton ® or cramol 1.4 revealed
no differences in the study compared the effectseatment between 60 and 90 days.The
use of cramol 1.4 increased the area of chondrsitifate (* p = 0.0001), in osteoarthritis
of the knee cartilage of rabbit at 60 and 90 ddyseatment, compared with the control
group. There is also increasing the area of thiageh with the use of condroton ® 60
days of treatment (* p = 0.0001), but decreasis@ita within 90 days. Thus, the authors
concluded that therapeutic ultrasound and Cratyl@llis 1,4 has positive effects on
experimentally induced osteoarthrosis in the rabbit

Keywords: Lectin. Cramoll 1,4. Cryotherapy. Therapeutic Wtrand. Osteoarthritis.
Knee.
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CAPITULO 1



1 INTRODUCAO

A osteoartrose (OA) é hoje uma das afec¢dés coanuns na prética diaria do médico
e nas clinicas de reabilitacdo. E a patologia waicmais comum da atualidade com
cerca de 27 milhdes de casos apenas nos EUA (SANREL2). Cerca de 10% da
populacé&o norte americana acima dos 55 anos smineos problemas dessa patologia, e
desses pacientes, um quarto apresenta a doengaadéouma extremamente agressiva
(PEAT et al, 2001). No Brasil, as doencas degenerativasuaties, sdo responsaveis
por 30-40% das consultas nos ambulatérios dos melogsstas, sendo a segunda
patologia relacionada ao auxilio doenca e a quartaleterminar aposentadoria
(MOREIRA, 2002; DANIELAet al 2010).

Apesar de ser consenso que existem aspeeteigps envolvidos na etiologia da
OA (KERKHOFet al, 2011), o desenvolvimento, a manutencéo e a desggieearticular
sdo regulados por fatores mecanicos como a desdargaso excessiva e duradoura e
também o movimento normal realizado pelas artiédacdiartrodiais. Isso pode
demonstrar que a OA pode ter varias etiologiaggmetodas elas levam a interacéo de
fatores biologicos e mecanicos. Esses fatores pobear a um quadro que é
caracterizado por degeneracao da cartilagem atieusubsequentes alteracdes no 0sso
subcondral (DENNISet al, 2004). A compreensdo exata do mecanismo biologimso
ocorre nesse processo ainda néo esta completacmenpeeendida, porém, sabe-se que o
acido hialurénico e os proteoglicanos tém um p&pelamental na mecanobiologia que
envolve a protecdo da cartilagem (LAJEUNESSE & DERADRE, 2003). Reconhecer
e interpretar a cartilagem como um 6rgao que desehgpum papel funcional através de
interacbes mecanicas e biologicas no nivel cebeleidual parece ser o caminho a ser
percorrido pelas pesquisas sobre essa entidadégeto Por esse motivo, o tratamento
de eleicio em muitos casos de OA, tem sido o medicepso. Atualmente, 0 uso de
drogas sistémicas ou intra-articulares, de formegp@itica ou preventiva, ja faz parte do
arsenal médico terapéutico. As terapias farmaccddgsistémicas tém como principal
objetivo o alivio da dor, através de analgésicostéaninofhen, inibidores especificos da

cyclooxygenase-2) e anti-inflamatorios ndo hormerfAINH) além dos opidides. Ja as



terapias intra-articulares, tém sido largamentiézatias no Brasil e no mundo, devido a
rapidez dos efeitos analgésicos e de alivio dasmas de degeneracdo da cartilagem
(REZENDE et al 2004). Os medicamentos utilizados para essentesi® S&ao
principalmente os glicocorticoides, o acido hiahicd e os tratamentos topicos. (i.e.
capsaicina e metilsalicilatos). Estes medicamenéus extremamente caros, levando a
gastos na casa dos US$ 4 bilhdes ao ano nos Elgande o American College of
Rheumatology Subcommittee on Osteoarthritis Guigel(2000). No Brasil, estima-se
um gasto em torno US$ 2 bilhdes ao ano com o teitorde efeitos indesejaveis da OA
(MORELAND, 2003; REZENDEet al, 2004; LEONARDCet al, 2011).

Desta maneira, a grande maioria dosicqaseentos para a OA, baseiam-se no
estimulo a formacdo e agregacdo dos glicosamirogle da cartilagem. Por esse
motivo, encontrar um composto biolégico economiaatemeviavel e que tenha
competéncia terapéutica para a agregacao do sdéatondroitina e sulfato de queratano
(glicosaminoglicanos) ao &cido hialurdnico, € deeswra importancia. Lectinas, através
de sua capacidade de interacdo especifica comideatos, sdo capazes de induzir o
fendbmeno de aglutinacdo celular (KENNERY al, 1995; LORISet al, 1998). Aléem de
sua funcéo fisiolégica, sdo de interesse biotegiad) pois possuem habilidade de ligar-
se a carboidratos com especificidade considergeeldo excelentes modelos de estudo
de interagbes proteina-carboidrato em nivel atonfRRINI, 1995). Uma preparacéo
contendo lectina de sementes @ratylia mollis isoformas 1,4 (Cramoll 1,4), tem se
mostrado um excelente agente cicatrizante em lesfi@eeas (MEL@t al, 2011), além
da caracteristica de glucoaglutinacdo da Crami@lpanomento ndo se verifica contra
indicagOes de sua utilizagcdo, além de que, estatifdiada por conveniéncia, pois a sua
purificacdo é realizada no departamento de biogairda UFPE, o qual esta vinculado
este estudo.

A diminuicdo da condrogénese parece seradhado constante na OA, e esta €
orquestrada por inimeras vias de sinalizacdo (CHEEEL al, 2000). Muitas destas vias
sdo mediadas por glicoconjugados de superficie. p@drdes de distribuicdo dos
glicoconjugados de superficie celular sdo altamefitdmicos e relacionados com

modificagBes estruturais (ZSCHABITZ, 1998). O cansude varias lectinas como a



Concanavalina A (Con A), Cramoll 1,4 Ricinus Communisaglutinina (RCA) por
células mesenquimais indiferenciadas tem sidoad¢a(SILVAet al, 2011; MILAIRE,
1991). Varios sitios de ligagdo desaparecem da rftipe celular quando estas
progridem, de sua fase mesenquimal, para seus adesv como a galactose
(ZIMMERMANN, 1984). Estas modificagBes nos padrdedigacdo das lectinas podem
ser importantes na sinalizagcdo dos caminhos gidiersem durante o desenvolvimento
normal da cartilagem. Tem sido sugerido que hidra® carbono e 0s seus receptores
correspondentes (lectinas enddgenas), descodifiestas informacdes bioldgicas
(ZSCHABITZ et al 1999). Desta forma, Glicoconjugados que reagem lactinas
endogenas podem induzir a condrogenese e osteegétiesnuindo o processo de
degeneracdo na OA. Uma populacéo de células osiieagém culturas de medula éssea
em ratos, foram encontradas ligadas a aglutiningedmén de trigo (WGA, do inglés
wheat germ agglutin) permitindo assim, a sintesgrdéeinas 0sseas especificas, tais
como fosfatase alcalina, o colageno tipo | e osteow, para formar nddulos
mineralizados (VON VLASSELAERet al 1994). A lectina do amendoin (PNA, do
inglés peanut agglutinin) também demonstrou umaadpde potencial condrogénica
em embrides de galinha (STRINGA, 1996). Estas Srim evidéncia apoiam a teoria de
um papel funcional das lectinas em glicoconjugadomorfogénese da cartilagem. A luz
destas consideracdes, o autor testa a hipoteseedadicionando lectinas (Cramoll 1,4),
via intramuscular em coelhos com osteoasrtrite Zitiduvia cirdrgica, podera modificar
vias de sinalizacdo induzidas pela interacdo detthés com coldgeno e o sulfato de
condroitina remanescente da cartilagem.



DETALHES DA METODOLOGIA

O presente estudo caracteriza-se consai@rclinico de estudo terapéutico,
prospectivo, com analise qualitativa e quantita(vampaio e Mancini, 2007D estudo
foi realizado através da andlise das comunidaddslams (média de 250
células/individuo), obtidas nos estudos histoldgicmtalizando uma média de 6750
células. Foram utilizados inicialmente, vinte eesevelhos machos da raca California,
albinos, pesando entre 2,5 a 3,5 Kg, correspondeieddois a trés meses de idade
(Masoudet al,1986). Apos estudo dos resultados piloto, forantuéckas da pesquisa, as
amostras com 30 dias de tratamento, sendo insempaotanto, apenas 18 coelhos no
experimento, totalizando uma média de 4500 céhulssrem analisadas. Essas exclustes
foram resultantes da verificacdo que 30 dias nd@anfosuficientes para a completa
cicatrizacdo da cartilagems animais foram alojados em sala e confinados aolag
metéalicas apropriadas, no biotério do Nucleo deurGia Experimental (NCE), no
departamento de Cirurgia da Universidade Feder&eatrambuco-UFPE, e alimentados
com racdo padrdo peletizada e agddibitum O pesquisador teve auxilio dos técnicos
do biotério para cuidar e tratar dos animais eno togheriodo da pesquisa. Os coelhos
foram provenientes da Associacdo Pernambucana i@delotes de Coelhos (APCC),
especialistas em coelhos para pesquisas.

Os procedimentos cirargicos descritos saguir, foram orientados e
supervisionados por veterinario especialista, dwotatério de Cirurgia Experimental do
Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal daivgrsidade Federal Rural de
Pernambuco (DMFA/UFRPE)Como droga pré-anestésica cada animal recebeu 0,2
mg/kg de peso de acepromazina 1% via intramuscista via foi indicada para
padronizacdo metodoldgica, pois a via de infusdoahalroton®, medicamento utilizado
nesta pesquisa, tem como via de infusdo a intramarscconforme padrdo do
medicamento utilizado. A anestesia foi realizadsavéls de aplicagdo por via
intramuscular de cloridrato de ketamina 5% na diesé&0 mg/kg de peso associada a
xilazina 2% na dose de 3mg / kg de peso. ApOsttmoim da area cirdrgica, assepsia,

anti-sepsia e colocacdo de campos estéreis, ftizada incisdo parapatelar medial



seguida de artrotomia e luxacao lateral da pat@ten o joelho fletido, foi exposto o
condilo femoral medial e com auxilio de trefina atie, foi criado um defeito retirando
um cilindro osteocondral de 3,2 mm/4,0 mm do joetheito. A seguir, a capsula
articular foi suturada com fio de mononéilon 4,0 pomtos separados, o tendao patelar
reposicionado e o retinaculo medial e a pele fofaohados, também, com fios de
mononailon 4,0 em pontos separados (Cagdllal, 1993; Ribeiro et al, 2004) No
periodo pos operatoério, foram administrados comalgésico em todos os coelhos,
Rimadyl® Solugéo Injetavel pela via subcutanea osadem de 2,2 mg de carprofeno
por kg de peso corporal uma vez ao dia por duaarsas

Os coelhos foram divididos em nove geuge trés individuos, apos a retirada do
cilindro osteocondral do joelho para simular o defena cartilagem. 1-Um grupo
controle que nao foi submetido a nenhum procedintrapéutico-(1GC); 2-um grupo
que foi submetido a aplicacdo de gelo (crioteraf@@®G); 3-um grupo que foi submetido
a terapia com ultrassom-(3GU); 4-um grupo que regeeinjecdo de sulfato de
condroitina, nas doses de 0,1 ml/kg de peso a@aatso dias até a eutanasia (4SC); 5-
um grupo que recebeu Cramoll 1,4 (1,0 mg/ml) naseslode 0,1 ml/Kg de peso
diariamente até o dia da eutanasia (5CM); 6. Umpanue foi submetido a crioterapia e
injecdo de sulfato de condroitina, nas doses denlKg de peso (6GS); 7. Um grupo
gue foi submetido a terapia com ultrassom e sulfigacondroitina, nas doses de 0,1
ml/kg de peso (7US); 8. Um grupo que foi submetdorioterapia e Cramoll 1,4 (1,0
mg/ml) nas doses de 0,1 mI/Kg de peso (8GCR) &m.grupo que foi submetido a
terapia com ultrassom e Cramoll 1,4 (1,0 mg/ml) s@ses de 0,1 ml/Kg de peso (9UC).
Cramoll 1,4 foi obtida segundo o protocolo estatidte por Correia e Coelho (1995). A
crioterapia e a aplicacédo do ultrassom terapéiieon realizadas trés vezes por semana,
consecutivamente até o dia da eutanasia dos anseaipre no mesmo horario, seguindo
0os mesmo padroes (KNIGHT, ket al, 1995, FANG L,et al, 2012). No GG, foram
aplicadas bolsas de gelo através de sacos pladtiaatos com faixa crepon, em cima do
joelho direito operado por vinte (20) minutos. N&J,Ga aplicagcdo do ultrassom foi
realizada durante cinco (5) min, com o mesmo aparedpds tricotomia completa na

regidao da interlinha do joelho direito na face raéda regido proximal da perna direita,



onde o condilo femural € mais exposto e permite lEmoplamento do transdutor
(Pessina e Volpon, 1999). O cabecote do ultrasspapficado tomando-se cuidado para
ndo passar diretamente em cima da incisdo cirur@laaante as sessdes, 0s animais
foram contidos manualmente, para que se mantivessgmos e confortaveisO
aparelho de ultrassom utilizado foi do tipo pulsadarcakKLD Avatar 1I®, com era de
3,00 cni de cabecote, frequéncia de 1 MHz, e poténcia nmexien10w. A frequéncia
utilizada no estudo foi de 16Hz no ciclo de pulso20% (2:8), por um tempo de 5
minutos, intensidade de 535 mW/cm2 (0,5W/cm2) evipgneente calibrado. Apds o
término do tratamento, foi conferida a calibragemagharelho por técnico especialista
(Hekkenberg, 2001).

Foi realizada eutanasia de um animal dea gadipo para acompanhamento do
processo cicatricial através da analise imunoldgich, apos trinta (30), sessenta (60) e
noventa (90) dias ap6s o procedimento cirargica s@crificios foram executado com
anestesia similar a do pré-operatorio, seguidangEdo endovenosa de 60 mg/kg de
cloreto de potéassio (Ribeiro et al., 2008% joelhos operados foram retirados através de
osteotomia e examinados cuidadosamente, para anotdgs dados da avaliagédo
macroscopica e microscopica dos reparos obtidos

Apés a retirada dos materiais, foram raalas as blocagens dos materiais, e depois
feitas laminas em HE silanizadas. Todas as amogiram colocadas em estufa para
secagem por 24h. A preparacao das laminas pargpardéinizacdo, foi realizada com
banhos de xilol por 5m, seguido de trés séries @enérgulhos (lavagem) em xilol.
Depois, trés séries de 10 mergulhos em &lcool 1003%, e 10 mergulhos com 2
minutos de imersdo em PBS. Para a recuperacdgait, as amostras foram imersas
em 25 ml de Citrato Buffer + 250ml de agua desdijasl colocadas no Steamer T-FAL
700°, por 20 minutos entre 95-100°C. Ap6s esse tempanmstras foram deixadas em
repouso por 20m até atingir a temperatura ambigideam novamente lavadas as
laminas em PBS 2x5min. Apdés esta lavagem, as |&oram imersas em solucdo de
metanol-0,3% com ¥D, (para bloquear a peroxidase enddgena) por 20 asnuavar

em PBS 2x5min. Foram recobertas as laminas congc@wlnloqueadora de background



por 20min, e lavadas em PBS 2x5min. As laminasrioeaxugadas ao redor do tecido e
estes recobertos com o anticorpo primario (colagenondroitina) e PBS, com diluicdo
de 1/50ul. Apos estes procedimentos todas as l&nfiomam incubadas over-night em
camara Umida a’@, e lavadas em PBS 2x10m. As laminas foram envasgad redor do
tecido e colocado solucdo Linker Reagente BiotieddMouse & Rabbit IgG, cobrindo
todo material da amostra na lamina e deixado emcades por 1h em temperatura
ambiente. Os mesmos procedimentos foram realizados solucdo de Reagente
Streptavidin-Peroxidase. Apés estas reacoes, asdarforam lavadas em PBS 2x10m e
enxugadas ao redor do tecido. A revelacdo foi zaddi com solugdo de 20ul DAB
cromégeno/lml DAB substrato, cobrindo todo o tecpr 10m. Todos reagentes
utilizados foram da BioSystems, Inc.

As fotos foram tiradas com céamara fotografica Nikoom adaptador digital para
microscopia DS-Fil, PC SEATECH, Intel® Pentium® DG&®U E2200 GHz, 1,99 GB
de Ram com Sistema Microsoft Windows XP 2010. O dtiizado software NIS-

Elements F, para captacao das imagens.

Quadro esquematico da metodologia do estudo.

7 ultra Jultra | resuttados
1 ? 3 4 sulfato b |bcoriot | som+ |Bgelo+| som+ | estatisticos
grupo controle | crioterapia | ultra som | condraiting | cramoll | sulfato | sulfato | cramoll | cramoll | intergrupos

eutanasia ki ki ki Kl ki ki kI 10 A |1 amatra

eutanasia B0 B0 B0 B0 B0 B0 il Al B0 |2 amostra

eutandsia el a0 a0 el el a0 a0 el 9 (3 amostra

resultados
estatisticos resultado
intragrupo final

Fonte: Dados do autor.




2 OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL:

Avaliar o efeito do Condrot8r(sulfato de condroitina) e da lectina de semedées
Cratylia mollis (Cramoll 1,4), associados ou ndo a crioterapidtrassom terapéutico

(UST) sobre lesao da cartilagem do joelho de caelho

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
* Realizar uma simulacao de lesao via cirurgica,anal@gem do joelho de coelhos.

» Analisar através de imunohistologia, a area tatat@ageno tipo Il e do sulfato de
condroitina, antes e apés o tratamento com Comuftotolectina de sementes de
Cratylia mollis (Cramoll 1,4), associados a crioterapia e ultnastarapéutico (UST)

sobre a cartilagem do joelho de coelhos.

* Quantificar a area de colageno e de sulfato derodirdh na cartilagem do joelho

de coelhos.

» Avaliar através da éarea total (do colageno e datsutle condroitina) a capacidade
do Condrotofi e da Cramoll 1,4 no estimulo do processo de &iegfo da
cartilagem do joelho de coelhos durante tratameéntbase de calor (Ultrassom

Terapéutico - UST).
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» Avaliar através da area total (do colageno e datsutle condroitina) a capacidade
do Condrotofi e da Cramoll 1,4 no estimulo do processo de tegfio da

cartilagem do joelho de coelhos durante tratamaittase de crioterapia (Gelo).

* Identificar a distribuicdo do colageno e do suli@ocondroitina, na cartilagem dos
coelhos do estudo, apds o tratamento Gundroton® (sulfato de condroitina) e da
lectina de sementes de Cratylia mollis (Cramoll),1@ssociados a crioterapia e

ultrassom terapéutico (UST).
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3 JUSTIFICATIVA

As moléculas de proteoglicanos enchemdgramopor¢cédo do volume cartilaginoso
com cadeias de aminoglicanos carregadas que aégeae cations e repelem todos os
outros, inflando em consequéncia disso o reticutiébrilas de coldgeno com agua. A
comparacdo do volume maximo que os proteoglicamoemn ocupar na solucdo com
suas concentracdes na cartilagem articular mostea ¢ 0s proteoglicanos da matriz
cartilaginosa se expandissem totalmente eles @aohemm volume muitas vezes maior
do que nos tecidos que os contém (BUCKWALTER & MART1999). Entretanto, na
matriz, essas moléculas exercem uma pressao ctmgiara expandir-se, restringida
apenas pela malha de fibrila colagena. A compreda&uatriz intacta leva bem junto as
cadeias de glicosaminoglicanos, aumentando maita anresisténcia, forcando a agua
para fora do dominio molecular. A liberagdo da sespermite as moléculas re-

expandir-se (Figura 1).

A B  Restricdo de
A reticulado de
Compressédo colageno Expansao

da matriz

-

e It ¥ia -
- [\ - P —;:: __:.,._-.=~.

S L AL RV EEY L YAPL YT

Figura 1. Desenho de um corte transversal da agetih demonstrando a
fungcdo dos proteoglicanos no mecanismo de amoreton A. Os

proteoglicanos sob compressédo, liberam &gua pagapaco intra-articular,
diminuindo a espessura da cartilagem. B. Apo6s arditho da carga os
proteoglicanos hidrofilicos, absorvem novamente aagaumentando a
espessura da cartilagem.

Fonte: BUCKWALTERet al, 1999.

O rompimento da cadeia de colageno permigeas proteoglicanos se expandam e
possa causar perda de proteoglicanos, para coméemquente aumentar a concentracao
de agua e diminuir a concentracdo de proteoglicahosanutencdo desse quadro leva ao
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processo de degeneracdo cartilaginosa que conhecafilicamente como OA
(BUCKWALTER & MARTIN, 1999; GOBEZIEet al, 2007; HEESCFHet al, 2007).

Estudar o comportamento mecehdgico com a aplicacdo do frio
(crioterapia) e do calor (ultrassom terapéutico-y&ds componentes cartilaginosos
fibrilares representados pelo colageno e nédo dilmd que correspondem aos
glicosaminoglicanos, pode responder a varios gueshentos sobre o comportamento
desses nos tratamentos fisioterapéuticos que aadabaseados em dados empiricos
(BLEAKLEY et at 2004; GLENN JRet al, 2004; SILVEIRAet at,2006). O dominio
desse conhecimento pode sugerir a mudanca daagéibzde medicamentos de alto custo
como eleicédo principal do tratamento da OA, patdilezacdo da terapia com aplicacao
de gelo (crioterapia) e a aplicacdo de calor prdufyST). Dessa forma diminuindo os
altos investimentos dos recursos publicos nessgadetdo comum. Observa-se que, a
maioria dos trabalhos publicados apresentam regtanacroscépicos de tratamentos
das desordens fisicas com utilizagdo do calor éidpe muito poucos, demonstram
andlises imunohistolégicas especificamente dal@getin degenerada. Portanto, estudos
gue se propdem a verificar as alteracdes molecufamyocadas pela utilizacdo do frio e
do calor na cartilagem com OA, ainda sdo muitossszsy deixando dlvidas sobre como
os elementos fibrilares e néo fibrilares da cayéita se comportam na presenca desses
agentes fisicos. Aléem do mais, € importante recmethee esses tratamentos podem
potencializar os efeitos do sulfato de condroignde Cramoll 1,4 na cicatrizacdo da
cartilagem apos a lesédo. Além disso, estudar o cdarpento do sulfato de condroitina e
de Cramoll 1,4 na capacidade de se agregarem ageca e ao acido hialurdnico,
inclusive na presenca de calor e/ou do frio inttexaar, podem contribuir a desvendar
0s mecanismos de reconstituicdo da cartilagem. -Bedentdo formalizar algumas
guestbes sobre davidas que pairam sobre esse @sgumuantidade de sulfato de
condroitina se altera na presenca de calor ouiffitta-articular? O calor e/ou o frio
colaboram ou ndo para agregacdo dos proteoglicemms 0 acido hialurbnico? A
utilizacéo da Cramoll 1,4 pode colaborar na agr@galp sulfato de condroitina presente
na cartilagem, contribuindo para melhorar a regegéer do tecido? Pode-se sugerir com

bases cientificas uma terapia alternativa com meusio para a OA?
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4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 MECANOBIOLOGIA DA CARTILAGEM ARTICULAR

Compreende-se que as areas da cartilageiuecidas com proteoglicanos, séo
mais resistentes as alteracfes degenerativas qoeetm as articulagdes durante a OA.
Um exame sistematico de varias articulacdes, soim@ ampla gama de idades mostra
claramente que as cartilagens mais bem consergadancontradas em areas de suporte
de carga. Este aumento da carga em locais espsciféiccartiagem estimulam portanto,
a protecdo da cartilagem de maneira a que estarserhais resistente a estas cargas. As
diferencas e variagcbes entre os padrbes de ter(fdiga e intensidade), levam a
deformacdes que podem influenciar a biologia ddslas da cartilagem (DENNIS,
2004). Estudos identificaram que cada vez mais wamdg numero de genes sao
identificados na matriz extra celular (MEC), qualtea cartilagem sinovial. Estes genes
tem papel mecanosensitivos, que incluem na MEGjmas (coldgenos, proteoglicanos);
proteinas de crescimento e regulacdo do cicloarlciclinas e quinases dependentes de
ciclinas (CDKs do inglésyclin dependent kinasg<itocinas (IL-1, IL-4, IL-6); fatores
de crescimento, fatores de transformacdo de creston(TGFs do inglégansforming
growth facto), proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs do inglée morphogenetic
proteing, proteina codificada pelo gene IHH; matriz megiabteinases (MMPS);
angiogénicos, antiangiogénicos e endostatina, (BEEHRSON, 2002; WONG, 2003).
Esta lista ainda esta crescendo. Possivelmentejngdd destes receptores € a de
preservacdo e protecdo da articulacdo quando enZiBA et al 2012; FUI & KIM,
2012).

As forcas que incidem sobre a articulacaorsseguentemente, sobre areas especificas
da cartilagem tem influéncia no processo degeweratque se caracteriza pela
diminuicdo do numero de células da cartilagem. Astiip € entender porque estes
componentes se separam. Existem pesquisas qudizarutlas forcas intra-articulares
para melhor compreensdo do comportamento da g¢grila sobre pressdo. A

mecanobiologia da cartilagem é uma area em ammllu@gdo dentro deste campo de
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pesquisa (DENNIS, 2004). No estudo da mecanobalata cartilagem, as forcas
internas articulares podem ser simuladas, atra@éaatanismos externos a articulagéo,
de maneira a imprimir compressoes e tracdes deafamtarmitente sobre esta estrutura.
Existem duas principais for¢cas na cartilagem, uems&o hidrostatica e uma chamada
forca de tensdo de cisalhamento octaédrico. Esteasf parecem ter um comportamento
otimo na cartilagem (Figura 2).

De uma perspectiva mecanobiologica, oslteefas de numerosas simulagbes
computacionais dao suporte a visdo de que na mames condicbes de cargas
fisiologicas na cartilagem de crescimento, a asjfio € inibida pela aplicacdo de tensao
de compressao hidrostatica local intermitente @ @sbicdo € inclusive, acelerada por
forca de tensdo de cisalhamento octaédrico (CARTES87;  ,1988;_  , 2001).
Por outro lado, o crescimento e ossificacao sdlerckas por uma tensao de tracéo leve.
Desta maneira, entende-se que a estrutura celleartiagem tende a ser mantida pela

tensdo de compressao hidrostatica leve.

Em qualquer drea da cartilagem podem existir:

Stress hid rostitico /\‘ Stress de cisalhamento octaédrico

l sempre resulta em

tensdo eldstica l /

o 1 o 1
O, =0, =0y G, +0,+0, = 0
cria uma pressio de fluido (ou tensio cria uma tensao elastica na
de fluido) matriz

Figura 2. Em um modelo de material eléstico lindais componentes escalares,
a tensado hidrostética e a tensédo de cisalhametaédrico, pode representar o
estado de tensdo total em qualquer local na ggetita Adaptado de Denis et al,
2004.

Estas forcas intra-articulares levam a um m®zeatoldgico inicial da OA, que é

degradativo e hipermetabdlico. Nestes casos oqmarda inicial de proteoglicanos e
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subsequente aumento da sintese de proteoglicamoacterizado por quantidades
relativamente aumentadas de sulfato de condraatinauficiéncia relativa de proteina de
ligacdo. O colageno é relativamente preservadoestégios iniciais desta patologia.
Além disso, na cartilagem articular, as mudancas oondrOcitos e na matriz

cartilaginosa resultam na perda da estrutura noremam tentativas de reparacdo e
remodelagem do osso subcondral. Devido a essaSesede reparacao e remodelagem,
bem como as diferentes forcas intra-articulares,aspecto degenerativo nao é
uniformemente progressivo e o indice de degenerat&olar varia entre os individuos e

as articulacgoes.

4.2 COMPONENTES CELULARES DA CARTILAGEM

Todas as articulagdes sinoviais tém c@macipal fungcdo o movimento, e este
apenas ocorrem perfeitamente, se existir uma domerfdequada para que as
extremidades 6sseas possam se relacionar. Os wsiséol um papel muito importante
na producdo destes movimentos, fornecendo estaddidarticular e consequente
absorcdo de carga nestas areas (VALDERRABA&al 2011). Estes movimentos
ocorrem através do deslizamento e do rolamentosdpsrficies 0sseas, por meio da
cartilagem articular, que por sua vez é o prinogoahponente funcional intra-articular. A
cartilagem aparece no esqueleto apendicular pda wtd 50° semana fetal, com a
condrificacdo do fémur. Este evento biolégico int@ore ocorre muito precocemente,
por volta de sete semanas, principalmente devidcoagacdes musculares realizadas
involuntariamente pelo feto, ainda no ventre da (B&&NNIS, 2004). Desta forma, estas
fortes contragbes musculares associadas aos mdesretais, sdo fundamentais para o
desenvolvimento das articulagdes, e também comoguia para o processo de
ossificacéo pericondral e endocondral (DENNIS, 2000LDERRABANO et al, 2011).

A ossificacdo endocondral contribui para 0 aumelt@womprimento dos 0ssos longos,
durante a formacdo embrionaria, colaborando par@scimento da crianca, através das
placas cartilaginosas epifisarias (POOLE, 2000; IPEZ011). As placas epifisarias sao

formadas principalmente pela cartilagem articulao\sal, e estas sédo divididas em zonas
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de repouso, zona proliferativa e zona hipertrofl&TIT, 2011) . Na zona de repouso,
mais profunda, existem os condrdcitos, células orsfveis pela sintese da matriz
extracelular, presente também nas outras camadassupeerficiais da cartilagem, como
na zona proliferativa, no qual se expressa grandentecolageno tipo Il e os agregados
de proteoglicanos. Na zona proliferativa, os coaitihé dividem-se ativamente e
sintetizam diferentes tipos de moléculas de coldgeipo I, IX e Xl), além dos
proteoglicanos especificos da cartilagem articMVALE et al, 2002; PETIT, 2011;
DENNIS, 2004 ). Na zona hipertrofica observam-se impoesrglteragdes e sinteses
celulares, estimuladas por fatores de crescime(idd--o), que culminam com a
hipertrofia, crescimento e morte dos condrdcit@ndd origem ao osso maduro. Os
condrocitos sdo responsaveis pelo desenvolvimentelae manutencédo da estrutura da
cartilagem articular, principalmente nas areas rpaiximas a sua camada superficial
(HILDA et al, 2005).

Neste periodo precoce de formacdo ddagetn, € possivel identificar um tecido
conectivo especializado com grande quantidade deizmextracelular (MEC). Esta
matriz € a rede que agrega todos os componentekres| da cartilagem. Estes séo
compostos por uma densa rede de fibras colagenmaseoglicanos, agua, sais
inorganicos, além de glicoproteinas e lipidios (O et al 2003). Na matriz
extracelular, encontra-se principalmente o colagigpm Il (60%), envolvido por uma
gama complexa de proteoglicanos, macro moléculagdear, que forma um tipo de gel
firme, muito hidratado (MWALE Fet al 2002). Segundo Cintra (2003), o proteoglicano
é formado por um ndcleo proteico central e possigiogaminoglicanos sulfatados
(GAGS) ligados a esse nucleo. Pode-se dizer gpeotsoglicanos nada mais sdo de que
conjuntos de glicosaminoglicanos, que tém o papehltsorver agua para o interior da
cartilagem, com o intuito de manter sua espesstiraizando seu papel de amortecedor
de estresse mecanico. Os componentes glicosan@mosrh sua estrutura, receptores de
glicose o que poderia ser Util para sua agregagdaresenca de lectinas. Em casos de
colapso da cartilagem, o efeito glucoaglutinados dectinas, poderia manter a
integridade da matriz extracelular e a integridddecartiiagem(TOEGEL, 2009. Na

proteina de ligacdo central do &cido hialuronicepatram-se os sulfatos hidrofilicos dos
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proteoglicanos, o sulfato de queratano e o suldi@aondroitina. Parece que o papel
principal destes sulfatados, € a capacidade hiideofile absorver liquido, propriedade
caracteristica da cartilagem articular. Via de aggrsulfato de condroitina parece ser o
mais importante dos dois sulfatos presentes ndaggmn articular, porém, na realidade
pouco se conhece na funcéo destes sulfatos, gsameetidos aos efeitos do frio e do
calor, presentes em muitos protocolos de tratantnfA.

Aléem do emaranhado de fibras coldgenasdae grande quantidade de
proteoglicanos existentes na cartilagem, encomtri@mbém, como ja dissemos, o acido
hialurénico. Este tem como funcéo servir de arcabquara apoio dos proteoglicanos,
através de uma proteina de ligacao central, teadm @rincipal papel na matriz, manter
sua viscoelasticidade e fornecer protecdo de caagaartiiagemERIC et al, 2009;
ALEXANDRA et al, 2010). O &cido hialurénico € um glicosaminoglicate alto peso
molecular, composto de uma sequéncia moleculariragnte repetitiva de acido
glucorénico e N-acetil-glucosamina. A Glucosamind-agetil-glucosamina) é um
produto do metabolismo da glicose e este produtdedeadacdo é um dos constituintes
dos galatos e dos glucosaminoglicanos (TOFFOLLEET@l 2005; PAVELKAEet al,
2002; LEE & SPICER, 2000). Segundo Toffoletto (20G&s glicosaminoglicanos sao
polimeros lineares compostos por unidades disskamirepetitivas onde uma das
unidades é invariavelmente uma hexosamina (D-gamosg ou D-galactosamina) e
outra um &cido hexurdnico (glucorénico ou idurbhi@u uma galactose em uma
sequéncia ndo ramificada apresentando substitugg@®esupamentos sulfatos em varias
posicdes da cadeia polissacaridica. (BROCKMEIERQ620HEMPFLING, 2997;
YAGISHITA et al 2005). Além de fornecer a lubrificagcdo das supes O0sseas e a
absorcéo de choque nas articulagdes, o acido dimadar atua como a espinha dorsal dos
proteoglicanos da matriz extracelular, criando uwea através da qual as células
hidratadas podem migrar tanto para dentro quantca para da articulacéo
(BROCKMEIER & SHAFFER, 2006; HEMPFLING, 2007). Edts recentes também
sugerem que o acido hialurbnico promove a proliftrae a diferenciacdo dos
condrocitos, o que tem despertado interesse nauslizacdo como base para o

desenvolvimento de técnicas de engenharia de ge(iRICet al, 2009).
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Completando a estrutura molecular aftéilagem, existe o colageno tipo Il. Este
na cartilagem parece ter um papel importante nacfi® dos proteoglicanos e &cido
hialurbnico na matriz celular. Sintetizado pelosdrdcitros, proporciona equilibrio no
arcaboucgo da cartilagem. Estudos demonstraram cuedageno tipo Il (Cll) sobre a
superficie articular, protege a cartilagem atragiésligagbes colageno-anti-anticorpos
(NOYORI et al, 1998). Além disso, o Cll tem sido largamenteizgdo como importante
marcador da cartilagem (BILLINGHURSAt al, 1997; NELSONet al, 1998; MATYAS
et al 2004). E considerado também o principal companditrilar da cartilagem,
composto de trés cadeias, formando uma triplideéhgue contém um residuo de glicina
em cada terceira posi¢céo, enquanto que as regidesmihal (peptideo pro-colageno N-
terminal) e C-terminal (peptideo pro-colageno fateal) ndo exibem este tipo de
sequéncia e nao tém a forma tripla helicoidal. meacteristica notavel do colageno
tipo 1l € o alto conteldo de carboidratos, que digedo a residuos de hidroxilisina
(FRANCISet al, 1978).

4.3 ACIDO HIALURONICO E SULFATO DE CONDROITINA

A compreensao e a caracteriza¢do da importancianddg&adores bioquimicos e

inflamatérios que atuam na progressdo da degemerat@&ular podem proporcionar
terapéuticas direcionadas para alvos especifiam®o cpor exemplo, TNF-a, IL-1 e
MMPs (FRANCISCO, 2007). Atualmente, a administragho precursores da matriz
extracelular, como condrorepositores que auxilianeandrdcitos na reposicao do tecido
lesado, tem sido largamente utilizada. Dentre oglimyepositores mais utilizados estéo o
sulfato de condroitina, o sulfato de glicosamina &cido hialurénico (VERBRUGGEN
2006; KAMONWAN et al, 2009; ELENA, 2011). Em relacéo a terapia mederaosa,
o sulfato de condroitina, sulfato de glicosaminaoeacido hialurbénico sdo os
condrorepositores que tém o maior nivel de evi@éércos mais recomendados (ERIC,
2009; ALEXANDRA, 2010).

Dois estudos clinicos demostraram reargdio do espaco articular no exames

radiograficos, com melhoras dos sintomas da AO (REGR JY et al 2001;
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PAVELKA K, 2002), porém, estes resultados séo goeatlos em relacdo a metodologia
adotada pelos autores, pois foram baseados apandsnmuicdo ou ndo do espaco
articular através de raios X, e ndo ao nivel mdéecda cartilagem. Na literatura
consultada, verifica-se que ainda ndo existe caoeseam relacdo aos efeitos na
cicatrizacdo da cartilagem pelo uso dos sulfatocaieroitina, da glicosamina, nem
tampouco do acido hialurénico.

Um estudo utilizando modelos de cachorrostapores de doenca articular
degenerativa (artrose) demonstrou que apesar deser@m observadas significancias
estatisticas, o grupo tratado com hialuronato des® sulfato de condroitina apresentou
sinais de aumento da atividade dos condrdcitosue sugeriu que estes compostos
podem ser utilizados para se minimizar os efeitasadrose (GONCALVES, 2008).
Outros dois estudos prospectivos, randomizadopk adego, observaram a eficacia do
acido hialurénico de alto e baixo peso molecular,pacientes com diagndstico de OA
no joelho. O acido hialurénico foi injetado no joeldestes pacientes, uma vez/semana
em um periodo de cinco semanas de tratamento. @pardiamento apds a dose intra-
articular foi realizado por doze semanas. Os asiteegificaram melhoras nos sintomas
da OA em ambos o0s tratamentos, e creditaram estdtago, principalmente a
propriedade visco elastica do acido hialurénico EARSI, 2006, KAMONWAN et al,
2009). Entretanto, hialuronato de sédio de alt@ peslecular foi injetado nos joelhos de
dez pacientes, os quais foram avaliados atravéaideX, exames clinicos, laboratoriais
(ELISA) e andlise do liquido sinovial (SUPARTZ, 2090 Os autores deste estudo,
sugerem que as inje¢des de hialuronato de soditeran o colapso da cartilagem na AO
dos pacientes. Uma das explicacbes dos autores Fipotese de que apesar de ser
injetado hialuronato de sédio de alto peso moleculpenas pequenos fragmentos se
deslocam a partir do seu receptor no condrécito-4@J) causando condrolise pela falta
de estabilidade da matmxtra celular (ALEXANDRAet al, 2010).

Outros autores referem que fragmentoscadio dialurénico de alto ou baixo peso
molecular, estimulam a maturacdo dendritica celdam consequente producdo de

citocinas pro inflamatérias e ativacdo de célulasdd sistema imunitario. Estes
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mecanismos aumentam a producdo de metaloproteirdsematriz e colapso da
cartilagem (TERMEER, 2000; FERNANDES, 2002).

Existem, algumas divergéncias em relacdosalpgia e diferentes formulacbes na
utilizacdo do sulfato de glicosamina. Em um estudote artigos foram selecionados
mostrando os beneficios da glicosamina sobre aedarfuncdo dos joelhos. Porém,
parece que estes resultados tiveram conflitos teresse com o laboratério que
patrocinou os trabalhos (FRANCISCO, 2007).

Apés processos degenerativos, a aglutinacélmlac com precipitacdo de
polissacarideos ou glicoconjugados, que ocorremepasicdo da cartilagem articular,
parece envolver processos celulares, que sdo samesdhcom o papel das lectinas de
plantas, que reconhecem carboidratos livres odldiga superficies celularagavés de
sitios de ligacdo nos quais a hidrofobicidade érecipal forca de interacdo (KENNEDY
et al.1995). Esses mecanismos ainda n&o foram totalresolarecidos. Verifica-se, no
entanto, que existem receptores celulares preseatesrtiiagem que sdo responsaveis
pela sua manutencgdo. A parte glicidica de glicepnas tem um papel fundamental no
enovelamento de proteinas, oligomerizacdo, claag#io e transporte (HELENIUS &
AEBI, 2001). Ha crescentes evidéncias de que esnds intracelulares animais
desempenham papéis importantes no controle dedgdalie na classificagcdo de
glicoproteinas ao longo da via de excrecdo. Alguseagiéncias de aminoacidos dessas
lectinas sdo semelhantes aos de lectinas de pl&dagxemplo, uma lectina da familia
da aglutinina de gérmen de trigo, pode ser potkneide importante nas vias de
sinalizagéo celular, simulando uma lectina de utmifeao (MASNIKOSAet al, 2006).

A aglutinina do gérmen de trigo também estimulouezgptores de insulina em casos de
auséncia desta (WILDEMNt al 1989). O sulfato de condroitina parece ser unssate

glicoproteinas, que tém fungbes similares as detindss, principalmente quando se
analisa sua funcdo na cartilagem. Ao lado da adas, fibras colagenas, e outros
componentes, tais como proteinas de adesdo eoBpid matriz extracelular da

cartilagem consiste de numerosas glicoproteinasoteqglicanos que funcionam na
manutencdo da saude da cartilagem. Além diss@iahesdorsal da proteina de grandes

proteoglicanos da cartilagem € frequentemente msko@om carboidratos, tais como
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sulfato de condroitina, sulfato de heparano e dasulde queratano. Todos estes
componentes sdo secretados por condrocitos pamre mextracelular ou permanecem
associados com a membrana plasmética para formarevestimento pericelular de
manutencao.

Outro componente importante na arquiteturecitnal da cartilagem é o sulfato de
condroitina, um glicosaminoglicano composto poretigdo do dissacarideo acifle
glucurdnico e acido N-acetyfi-D-sulfato de galactosamina (POSPICHAtL al, 2007).
Tem sido relatado como um biomarcador em potepeied algumas doencgas, tais como
cancer nos 0ssos e no ovario (POTHACHARQ#ENMI, 2006); devido a secrecédo de SC
em nivel elevado em fluidos corporais de paciemsn disso, o sulfato de condroitina
tem sido utilizado para o tratamento de doencdanm#torias e degenerativas, como
artrose, artrite e lumbago. Atualmente, tem aungentauito a indicacdo do sulfato de
condroitina com a finalidade de melhorar e restaara&ondicdo da degeneracdao da
cartilagem nos pacientes com OA (MORREALE & MONORRJL1996; OHSHIKAet
al, 2011). O sulfato de condroitina, tem como fungiabsorcdo de adgua da matriz, com
a finalidade de aumentar seu tamanho longitudiaaimentando a espessura da
cartilagem, e portanto, auxiliando ativamente e&anica da protecdo cartilaginosa. Por
este motivo, o sulfato de condroitina € frequentémeiltilizado nos tratamentos que
envolvam degeneracgdo da cartilagem. Parece quaeganismo, consiste em formar um
revestimento pericelular que permite a manutenéidecsubstrato de adeséo, reduzindo
o atrito na cartilagem, sendo essencial para manf@messao hidrostatica e resisténcia
para suportar cargas através de forca de tensé@igalbamento octaédrico (CARTER
al, 1987;  ,1988; _ 2001).
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4.4 LECTINAS

O termo “lectina” (do latimegere, pegar, escolher) foi primeiro empregado por
BOYD E SHAPLEIGH, em 1954, para descrever agluéisingrupo sanguineo-
especificas encontradas em sementes e outras pdetesleterminadas plantas
(ANDRADE, 2003). As lectinas sao proteinas capalzeseconhecer sitios especificos e
ligar-se de forma reversivel a carboidratos seeralta estrutura covalente das ligacdes
glicosidicas dos sitios (PEREIRA, 2012). Largamelig&ibuidas na natureza, as lectinas
originam-se de plantas e bactérias que aglutindmfasée precipitam polissacarideos ou
glicoconjugados (LIENERet al, 1986). Cada molécula de lectina contém dois ais m
sitios de ligacdo para carboidratos di ou polivi@enAs lectinas podem interagir com os
acucares da superficie das células, podendo arigima ligacdo cruzada levando a uma
precipitacdo de polissacarideos, glicoproteinasptigmglicanos, &cido teicdico,
glicofosfolipidios, etc. Este fendmeno é denominadtutinacdo celular (CORREIA &
COELHO, 1995; MOet al, 2000). A capacidade de aglutinar diferencia atnas de
outras macromoléculas ligantes de acucares, comoeyxemplo, as glicosidases e
glicotrasferases (GOLDSTEINt al, 1986). As lectinas séo consideradas moléculas que
reconhecem e decifram as informagdes contidas figessacarideos da superficie
celular (PEREIRA, 2012). As especificidades das lectina® sdefinidas pelo
monossacarideo ou oligossacarideo que inibe aéa®galte precipitacdo ou aglutinacao
induzidas por lectinas (KOMPELLA & LEE, 2001). Essderacdo entre a lectina e o
carboidrato aumenta tanto a afinidade quanto acdgpdade das lectinas, através de
subsitios e subunidades de suas memb(&EREIRA, 2012).

Existem plantas que possuem duas ou nesinds que diferem na sua
especificidade, estas sdo denominadas lectinaoetinas (SHARON & LIS, 1990).

Isolectinas sdo definidas como um grupo daefmas intimamente relacionada,
resultantes da expressao de diferentes genes, pooémestrutura semelhante em uma
mesma espécie. O termo isoforma foi proposto peciinbs pertencentes a mesma
espécie, cuja heterogeneidade de origem genétiocafaidbem definida (PAIVA &

COELHO, 1992). Desta forma, véarias centenas deénkstdemonstraram, através de
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analises detalhadas, que elas sdo um grupo grariddesogéneo de proteinas que
diferem fortemente quanto a especificidade aos owdmditos, estrutura molecular e
atividade biologica (VAN DAMMEet al, 1996; ANDRADE, 2003).

O comportamento das lectinas nos varios sisten@Esditos tem sido largamente
elucidado através das suas andlises fisico quinfRERERA 2012). As proteinas
oligoméricas, tem como principal fator de integdeastrutural, as suas relagfes entre as
cadeias que a compdem. O estudo dos possiveistilastmtos de proteinas dimeéricas e
tetraméricas, € muito utilizado para se compreermmeno ocorrem a estabilidade e a
integridade estrutural destes compostos oligom&riceendo assim, por conta da
similaridade nas suas estruturas primarias, sedasd& terciarias as lectinas de
leguminosas sdo as mais utilizadas nos estudosrmumvem estas ligagdes estruturais.
(SRINIVAS et al, 2001; PERERA 2012).

Portanto, as lectinas de leguminosas po@emigdidas de acordo com a quantidade
de seus sitios de ligacdo. Estas sdo as MEROLECSI{¢Am apenas um dominio de
ligacdo a carboidratos); as HOLOLECTINAS (lectirmsn no minimo dois ou mais
dominios homologis de ligacdo a carboidratos); &HMEROLECTINAS (proteinas
com um ou mais dominios de ligacdo a carboidratos @ominio néo relacionado que
possui uma atividade biologica distinta e indepate); e finalmente as
SUPERLECTINAS (lectinas que possuem dois dominiesligacdo a carboidratos
estrutural e funcionalmente diferentes, tabel& AN DAMME, 1998; PERERA 2012).
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Tabela 1. Classificagdo das lectinas quanto aosctsp estruturais. Adaptado de

PEREIRA, 2012.
Representacio Esquematica Exemplo
Merolectina ”
Proteina monomérica com um tnico sitio ativo. X LE
g
i)
¢~
a4
Lectina de Hevea brasiliensis
ANDERSEN et al., 1993
Hololectina \
o AN
o~ P . . -k .t |
Proteina tetramérica com quatro sitios ativos homdlogos. 7o Wiy < !3« |
i —t L
Lectina de Arachis Hypogaea
RAVISHANKAR et al., 2001
Quimerolectina Y

Proteina com um sitio de ligagfio a carboidrato e um outro

dominio que possui uma fungdo ndo lectinica.

” Lectina de Ricinus communis
RUTEMBER et al_, 1991

Superlectina
Proteina com dois dominios diferentes com afinidade por e <
; e T ¥

carboidratos distintos.

Lectina de Musa acuminaia
MEAGHER et al., 2005
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45 LECTINA DE SEMENTES DE CRATYLIA MOLLIS
(CRAMOLL)

A lectina da semente de Cratylia Mollis tadossastamente estudada no Nordeste do
Brasil. Esta regido € a origem do feijdo Camarajg planta leguminosa € purificada a
Cratylia mollis (figura 3). O feijdo Camaratu pexte a familia dasPhaseoleage
subfamiliaDioclinag a qual abrange o géne@anavalig botanicamente relacionado a
Cratylia mollis(CORREIA E COELHO, 1995). Esta lectina, denomin@damoll 1,4 é
fortemente inibida por metil a-D-manosideo e camf®r portanto com a classe de
lectinas ligantes de glicose/manose, similar adadss daCanavalia ensiformis
(Concanavalina ACon A) elens culinaris(lectina de lentilha) (LIMAet al, 1997).
Cramoll 1,4 possui forte ligagdo para tecidos hurmsastom cancer, particularmente para

aqueles de glandulas mamarias, Utero e cérebroTREAD et al, 1998).

Estudos por Cristalografia e Raios-X revelaram diifeyentes formas de cristal da
Cramoll 1,4 (TAVARESet al, 1996). O modelo do monémero de Cramoll 1, carisiit

a partir de estudos cristalograficos da Cramoflestpresentados na Figura 4.
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Figura 4 — Modelo de mondmero de Cramoll 1(az@pen A (amarelo)

Fonte: http://webenligne.cermav.cnrs.fr/lectines.

A mistura de Cramoll 1, cuja concentracdo € maas sementes, e sua isoforma,
Cramoll 4, podem ser separadas por cromatografidgrata i6nica (CORREIA &
COELHO, 1995). Posteriormente, as isoformas CragellCramol 3 foram isoladas por
PAIVA & COELHO (1992).

Vérias atividades biolégicas tém sidebaidas as diferentes isoformas isoladas
de Cratylia mollis, das quais podemos citar: atidiel mitogénica de linfécitos (MACIEL
et al 2004), adjuvante na terapia do cancer (ANDRA®RI, 2003; BELTRAOet al,
1998), atividade imunoestimuladora (MEleDal, 2010a; MELOet al, 2010b), atividade
anti-inflamatéria e anti-helmintica (MEL@t al, 2011c; FERNANDES, 2010) e na
reparacdo de feridas em ratos sadios e imunodelasnMELOet al,2011b).
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4.6. BIOFISICA E FISIOLOGIA DO ULTRASSOM TERAPEUTIC O

O Ultrassom terapéutico (UST) tem sido utdaéha mais de 60 anos na gestdo da
dor, e no tratamento de lesbes musculo-esqueléficdsfinido como uma onda sonora
gue tem frequéncia maior do que 20 kHz (acusti26-20,000 Hz). Existem duas formas
de Ultrassom: o terapéutico e o ultrassom com ifladkes diagndésticas. O ultrassom
diagnostico € usado para imagens médicas, e enaobmissdo de impulsos de onda
inferior a 1 w/cm2. Em contrapartida, o ultrass@mapéutico € utilizado no tratamento
de diversas doencas, com ondas de 1 ou 3 MHz,ntrathlss como formas de onda
continuas ou pulsadas, dependendo do efeito figamdesejad®HANG SHU, 2012).

Apesar de todos estes anos, a evidéncia de efeitos biofisicos favoraveis so
comecaram a ser publicados na década de 90. tdesude varios estudos clinicos,
identificaram os efeitos benéficos do UST (FERNANDA, 2011; FREZ AR, 2006),
porém, ainda ndo existe consenso entre os pesquesagois a maioria dos estudos
publicados, foram ensaios vitro, (ANGLES JM, 1990;ZHANG SHU, 2012).
Atualmente, os estudos que utilizam modelos anintémm sido largamente utilizados,
pelo fato da influéncia de sua evidéncia terapéuignéfica. Adicionalmente, os estudos
in vitro ndo evidenciam modula¢des fisiologicas ami@ntes, decorrentes de ajustes
estimulados pelo UST, (VICTOR E@t al, 2012;SHU BIN et al,2012). Desta maneira,
a utilizacdo de coelhos para a analise da cicgfitzda cartilagem, pode ser uma opg¢éo
eficiente neste contexto.

Os efeitos priméarios e mais importantes dos Y&8% devido a mecanismos néao-
térmicos, mediados por um processo chamado deacawit Cavitacdo essencialmente
descreve a interacdo biofisica de inclusdes gagbs#sas), dentro dos tecidos quando
expostos a uma forma de onda incidente (por exemptmassons). As bolhas que
ocorrem na aplicagdo do ultrassom, provocam presede positiva ora negativa na
regido intra celular. Esse comportamento oscilatimiluz a duas formas de cavitagao:
estavel (ndo-inercial), que é descrita como umdagso fasica da bolha no interior do

campo de ultra-som, que tem influéncia benéficdomais de tecidos moles. Além desta,
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existe a cavitacdo instavel (inércia), que é disscamo um rapido colapso da bolha, que
produz temperaturas muito altas e/ou "radicaig$Viocais, com pressdes que resultam
na producao de substancias toxicas e eventualtdeininal (WU J , 2008; ZHANG Zet

al 2012).

Bioefeitos térmicos do ultrassom

A elevacdo de temperatura local causada pedd Waria de acordo com as
propriedades dos tecidos que sao tratados. Satessafgmicos dependem do coeficiente
de absorcéo do tecido, a densidade, a perfusdac&de pulso além da frequéncia de
repeticdo do pulso. Uma propriedade fundament& $6, é que ele tem a capacidade de
aguecer os tecidos de forma focal, ou seja, o@maguecimento apenas no local tratado,
evitando assim, dissipacdo sistémica do calor,aadi® de forma inadequada os
mecanismos fisiologicos de termorregulacdo. Oerdat que afetam o aumento da
temperatura dos tecidos incluem o campo de aplicagsi caracteristicas dos tecidos
envolvidos, condutividade térmica de tecido e igagdo sanguinea do local a ser tratado
(TONOMURA et al, 2008). Os tecidos que sao pobres em vascularifpgéa tendéo e
gordura), e em tecidos que conduzem o calor (os=m)maior aumento da temperatura
guando submetidos ao USKUMAGAI, K, 2012). Os tecidos adjacentes aos 6sinD
particularmente susceptiveis ao aumento do calocquucédo. O poder de absor¢ao de
calor pelos tecidos esta diretamente relacionado @deor de proteinas presente nos
tecidos. O colageno, por sua vez, tem elevada e de absor¢édo do calor, sendo
portanto, um dos componentes mais estimulados capfiGacdo do USTWU, J, 2008).
O terapeuta pode utilizar o UST em formas difeemte ondas (pulsatil ou continua),
sendo que as formas pulsateis tendem a produzirenosncalor e portanto serem de

aplicacdo mais seguras.
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4.7. BIOFISICA E FISIOLOGIA DA CRIOTERAPIA

A crioterapia tem sido utilizada desde tempos astigdevido seus efeitos
benéficos sobre as lesbes (KNIGHTd{ al, 1995, FANG L.t al,2012). Os efeitos mais
relevantes da crioterapia sobre os tecidos saeipaimente, a diminuicdo da hipoxia
secundéaria, a reducdo do metabolismo do tecidoziredio consequentemente, o edema e
diminuindo a inflamacgéo, restringindo portanto, ibedacdo dos mediadores pré
inflamatérios (BANFI Get al 2010). Além disso, a crioterapia também diminui a
conducdo nervosa, sendo frequentemente indicada tpatamentos contra afeccdes
dolorosas (COSTELLO Jé&t al, 2012). Do ponto de vista biofisico, a criotergpéaece
desempenhar um papel importante na inibicdo dasssim protéicas, bem como no
impedimento do funcionamento normal da transmistisdodio e potassio celular. Estas
alteracbes podem ser maiores ou menores, de acond@ camada de gordura no local
da aplicacao da crioterapia (JUTTE &al, 2012). Estes efeitos podem levar também, a
diminuicdo do numero de pontes cruzadas muscutaén®, estudos demonstram que,
apesar disso, a cinestesia, ou seja, a capacigadesaernir a posicdo dos membros no
espaco permanecem inalteradd@3OVER G, 2004). O mesmo ocorre com a
propriocepcdo articular (UCHIO ¢t al 2003). Desta forma, a crioterapia pode ser
utilizada como ferramenta importante na diminuigo dor, sem impedir o controle
motor (OSBAHR DC, 2002).

Em relacdo a fisiologia da cartilagengliminuicdo da temperatura em até 10°
abaixo da temperatura corporal, leva a alteracdbse0s parametros de transporte de
solutos na cartilagem. MOEINI Mt al (2012), avaliaram os efeitos da temperatura na
cartilagem, observando as alteracfes nas miog®bilextranos, insulina e no sulfato de
condroitina. Estes autores identificaram que todsscomponentes citados, tiveram
tendéncias para aumentar o coeficiente de partigdoo aumento da temperatura, exceto
o sulfato de condroitina, com alteracdes signifieat entre 22 e 37 ° C para o dextrano,
insulina, e mioglobina. Estranhamente, a difusidé&apara a insulina diminuiu
significativamente & medida que a temperatura atouete 22 para 37 ° C, enquanto que

a difusividade do sulfato de condroitina ndo exitmhuma dependéncia da temperatura.
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Isso demonstra que a diminuicdo da temperatura-amticular parece ndo provocar

nenhuma alteracdo em relacéo a area do sulfatondizaitina e do colageno articular.

4.8. EVIDENCIAS QUE FUNDAMENTAM A PRATICA CLINICA
COM CRIOTERAPIA E ULTRASSOM TERAPEUTICO

Atualmente, o UST tem sido muito utilizado corolgjetivo de cicatrizacdo 6éssea. Em
um estudo utilizando ratos marcados geneticameme @ma proteina verde
fosforescente, realizou-se uma fratura transvessefal em um dos membros traseiros.
O local da fratura foi exposto a Ultrassom de baitansidade pulsatil (low-intensity
pulsed ultrasound - LIPUS), diariamente no grupot@dgamento. Os animais sem
tratamento LIPUS serviu como grupo de controlevaliacdo radiolégica mostrou que a
area do calo 6sseo (0sso maduro), foi significatesste maior no grupo LIPUS do que
no grupo de controle em 2 e 4 semanas pos-fraiuaaalise histomorfométrica no local
da fratura mostrou um aumento significativo de leéluésseas marcadas (green
fluorescent protein-GFP) no grupo LIPUS apés 2 samae tratamento, em comparacao
com o grupo de controle. O grupo LIPUS exibiu uneacpntagem significativamente
mais elevada de células GFP expressando fosfdtzdma (GFP / AP) do que o grupo
de controlo em 2 semanas pos-fratura. Nao houeeedifa significativa na percentagem
de GFP / AP células entre o grupo LIPUS (2,0%) grupo de controle (1,4%), 4
semanas pos-fratura. Células de estroma derivadadatr-1 e CXCR4 foram
identificados imuno-histoquimicamente no local ddufra no grupo LIPUS. Estes dados
indicam que o LIPUS induziu a ossificacdo atravéséulas progenitoras circulantes
osteogeénicas para o local da fratifed MAGAI, K et al2012).

Tem sido demonstrado que a aplicacdo rae gossui importantes efeitos
fisiologicos em indicacdes musculo-esqueléticas JERON 1999, KNIGHT, 1995).
Atividade metabdlica e vasoconstritora, como unultado da aplicacéo de frio, produz
uma diminuicdo fluxo sanguineo local, ajuda a ajdatra inflamagcdo (LUCKMANN
1987) e diminui a dor do paciente (KNIGHT, 1995)d#ninuicdo da dor pode causar

um aumento na amplitude de movimento e funcéo. Mianéo, a aplicacdo do frio deve
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ser cuidadosamente supervisionada. No inicio deaglo de frio, ocorre vasoconstricdo
periférica. Porém, depois de aplicacdo prolongadaaate 20 minutos) pode aparecer
uma reacao estranha a vasoconstricdo alternandooresricdo e vasodilatacdo ("reacao
de cacga"), quando se espera vasodilatacdo apena® @arte do mecanismo
homeostatico para regulacdo da temperatura (KNIGEEB5, BROSSEAU Let al,
2012). Nesta reacao, a dor pode voltar na artidGolétada quando a temperatura volta a

aumentar apoés a aplicacdo do gelo (LUCKMANN 1987).
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Abstract

Objective: To investigate the effects of Cramolt &and chondroitin sulfate (condroton ®
Injectable 10ml), in the healing of knee cartilagerabbits with surgically induced
osteoarthritis, and compare the effects of cryapgrand therapeutic ultrasound in the
healing process.

Design: clinical study. The study was conductedahglyzing the cellular communities
obtained in the histological studies. We used 18 mi#ite rabbits California totaling an
average of 4500 cells analyzed. Cartilage injurys ywarformed simulating the rabbit
knee osteoarthritis, and subsequently, the animeate divided into nine groups (n = 2/
group) treatment. Control group (CG) with no thensjc procedure; Group submitted
the application of ice (GG); Group underwent ulbtasd therapy (GU) Group received
muscular injection of condroton ®, (GSC), Groupetaived Cramoll 1,4 (GCramoll);
Group submitted the application of ice and injatticondroton ® (GGSG); Group
underwent ultrasound therapy and condroton ® (GUYSGjoup submitted the
application of ice and Cramoll 1.4 (GGCramoll) ageup undergoing therapy with
ultrasound and Cramoll 1.4 (GUCramoll).

Results: The results showed that compared the @sthesapeutic ultrasound with
condroton ® (* p = 0.0251) and Cramol 1,4 whih #peutic ultrasound (* p = 0.0414),
there was increased area of chondroitin sulfateth groups, however, this increase was
higher in the group treated with Cramol 1,4. The asconcomitant use of cryotherapy
condroton ® or Cramol 1.4, the study showed noedifiices when comparing treatment
effects between 60 and 90 days. The use of Cramahéreased the area of chondroitin
sulfate (* p = 0.0001) in osteoarthritis of the &rmartilage of rabbit at 60 and 90 days of
treatment compared with the control group. It wiae @bserved, increasing the area of
collagen using the condroton ® 60 days of treatnffept= 0.0001), but decreases its area
in the period of 90 days.

Conclusions: Thus, the authors concluded thathteepeutic ultrasound and Cramoll 1,4

has positive effects on experimentally induced aatidrosis in rabbits.
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INTRODUCTION

The initial pathologic process of osteoatith (OA) is hypermetabolic and
degradative with the initial loss of proteoglycamsl subsequent increase in proteoglycan
synthesis, characterized by relatively increasedumts of chondroitin sulfate and
relative insufficiency of the binding protein. Cadlen is relatively preserved in the early
stages of this disease, and maintenance of catdagic function is essential to maintain
the hyaluronic acid aggregate with collagen andlifsosaturated appendice$

Currently, OA is one of the most commoricatar diseases. According to
informative data from the World Health Organizatiam the international level, 9.6% of
men and 18.0% of women over age 60 have symptor@atic. Additionally, according
to the Center for Disease Control, USA, one to fadellts, i.e. 22% of population have
been diagnosed with any type of arthritisThis high incidence reflects not only the
suffering of affected individuals, but also the rhers involving the disease. Treating
this disease is difficult and its prognosis is p&om the functional point of view. The
exact understanding on the biological mechanisnumitg in this process is not yet fully
elucidated; however, it is known that hyaluronidaand proteoglycans play a key role in
mechano-biology involving the cartilage protectidn Recognize and interpret the
cartilage as an organ that plays a functional tbl®ugh mechanical and biological
interactions at the tissue cellular level seentsetthe way to be made by research on this

pathological entity.
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The intra-articular therapies have beenelyidised in Brazil and worldwide due to
the speed of the analgesic effects and relief ofpsgms of cartilage degeneratiarThe
drugs used for this treatment are primarily glueticoids, hyaluronic acid, chondroitin
sulfate and topical treatments (i.e. capsaicin metlylsalicilate). These medications are
extremely expensive, leading to spending about [Hobi dollars/year in the U.S.,
according to the American College of Rheumatologyppc®mmittee on Osteoarthritis
Guidelines'. In Brazil, it is estimated a cost of around USHilon a year on treating the
OA side effects®®. Furthermore, the great majority of drugs for Ore &ased on
stimulating the formation and aggregation of glysogsoglycans of the cartilage.
Therefore, it is important to find a biological cpound economically viable and with
therapeutic competence for aggregation of chondrasulfate and keratan sulfate
(glycosaminoglycans) with hyaluronic acid.

Several studies have demonstrated tleeablectins in biological models vivo
andin vitro. Currently, these specific proteins are considex®thew modulators in the
bioactive processes of various organisths'*?3 The Cramoll 1,4 (lectin o€ratylia
mollis) is a glucose lectin/mannose extracted from seéd3. mollis a plant native to
northeastern Brazil, which induces mitogenic agtiaf human lymphocyte¥'. The 1,4
Cramoll 1,4 is capable of binding, isolating andarltterizing human plasma
glycoproteins®, identifying changes in breast tisstfe causing death of the parasite
Trypanosoma cruZi’, immunomodulatory activity.

Studying the mechano-biological behawiath the cold (cryotherapy) and heat

(therapeutic ultrasound) application in the filaallcartilaginous components represented
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by collagen and those non-fibrillar that corresptmthe glycosaminoglycans can answer
many questions about the role of OA rehabilitagmwatocols, which are still based on
empirical datd®*%%°
In this study, the authors propose to investighte effects of Cramoll 1,4 and

chondroitin sulfate (condroton®) in the healingrabbit knee cartilage with surgically-
induced osteoarthritis. The study also compareeffieets of cryotherapy and therapeutic
ultrasound in the healing process. The field of #mowledge may suggest changing the
use of expensive drugs such as primary electiddffreatment to the application of ice
therapy (cryotherapy) and heat application (ultwask), thus reducing the high
investments of public resources on this common itiomd

These changes can be made based on imnstwiobical analysis, specifically on

the degenerated cartilage, in addition to recoggi#i these treatments can potentiate the

effects of chondroitin sulfate and Cramoll 1,4he tartilage healing after injury.

METHOD

ANIMALS

The study was conducted by analyzing the celluammounities (mean 250 cells /
individual), obtained in the histological studi¥ge used 18 male white rabbits California
albino weighing between 2.5 and 3.5 kg, correspundo two to three months of age

(Masoud et al. 1986), totaling an average of 45 analyzed™.
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The animals were kept in appropriate metallic cageshe vivarium of the Center for
Experimental Surgery (NCE), Department of Surgeffyederal University of

Pernambuco-UFPE, and fed on standard feed and atditum

EXTRACTION AND PURIFICATION OF LECTIN

10% seed extract fror@. mollis (w/v) was prepared in 0.15 M NaCl, fractionatedhwi
ammonium sulfate (40-60% saturation). The fracbbrtained (F40-60) was subjected to
affinity chromatography on Sephadex G-75. The Cibndg4 was obtained by
bioselective elution with D-glucose 0.3 M in 0.15NACI, dialyzed against 0.15 M NaCl

for 24 h and lyophilized?

EXPERIMENTAL PROTOCOL AND GROUPS

As pre-anesthetic drug, each animal receiOtl mg/kg of 1% acepromazine
intramuscularly. Anesthesia was performed by intracalar application of 5%ketamine
hydrochloride at 50 mg/kg weight associated with»X@#azine at 3 mg/kg. After shaving
the surgical area, asepsis, antisepsis and plateafesterile drapes, incision was
performed by medial parapatellar incision followeyg arthrotomy and lateral patella
dislocation. With the flexed knee was exposed tedial femoral condyle with the aid of
metal trephine was created a defect by removingségochondral cylinder of 3.2 mm/4.0
mm from the right knee. Then, the articular capswas sutured with nylon
monofilament 4.0 in separated points, the paté#adon repositioned and the medial

retinaculum and skin were closed also with nylonnofdaments 4.0 in separated
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point€>?% During the postoperative period Rimadyl® Injed¢abSolution were
administered subcutaneously at 2.2 mg per kg qiroéen per body weight once a day
for two weeks as analgesic in all rabbits.

The rabbits were divided into nine groups=(2/group), after removal of the knee
osteochondral cylinder to simulate the cartilagéecte Control Group (CG) with no
therapeutic procedure; Group submitted to the p@ieation (GG), cryotherapy; Group
subjected to therapy with ultrasound (GU); Grougereing intramuscular injection (IM)
of chondroitin sulfate (condroton®) at 0.1 ml/kg lmédy weight every four days until
euthanasia (GSC); Group receiving Cramoll 1,4 (dgdml) at 0.1 ml/kg of body weight
every four days until the day of euthanasia (GCtgm&roup subject to the ice
application and condroton® injection (IM) at 0.1/kgl of body weight every four days
(GGSG); Group subjected to treatment with ultrasband condroton ® (IM) at 0.1
ml/kg of body weight every four days (GUSG), Grasybjected to ice application and
Cramoll 1,4 (1.0 mg/ml) at 0.1 ml/kg of body weidbtir days (GGCramoll) and Group
subjected to treatment with ultrasound and Cramdll(1.0 mg/ml) every four days until
the euthanasia at 0.1 ml/kg of body weight (GUCr8mo

The application of cryotherapy and therdigeultrasound was performed three
times a week consecutively until the day of eutsanaf animals always in the same
time, following the same standards, simulating anma physical and therapeutic
protocol. In GG, ice packs were applied throughsttabags, fized with crepe range,
above the operated right knee for 20 min. In the @ld application of ultrasound was

performed for 5 min with the same equipment aftanglete trichotomy of the interline
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region of the right knee on the medial surfacehefgroximal right leg where the femoral
condyle is more exposed and allows good transdaoapling >°. The head of the
ultrasound was applied taking care not to pasitijrever the surgical incision. During
the sessions, the animals were restrained manteakgep them calm and comfortable.
The ultrasound device used was the pulsed- type Ku&tar® Il, 1 MHz, 535 mW/cfh
intensity (0.5 W/cmz2), 2:8 pulse and previoushilwalted. After finishing the treatment,
device calibration was checked by a techniéfan

The euthanasia of animals was performed in eastipgat 60 and 90 days after
surgery. The sacrifices were performed under asssthsimilar to that in the
preoperative period, followed by intravenous in@etof 60 mg/kg of body weight of
potassium chloridé®. The operated knees were removed by osteotomycarefully

examined to evaluate the macroscopic and microseepairs obtained.

IMMUNOHISTOLOGICAL EVALUATION

After removing the materials, blockages werade followed by slides on silanized
HE. All samples were dried in oven for 24 hours.eTklides preparation for
deparaffinization was performed with 5m xylol batfdlowed by three series of 10 dips
(washing) in xylene. Subsequently, three serieB0odlips in 100% and 70% ethanol and
10 dips with 2-minute immersion in PBS were perfednFor antigen retrieval, samples
were immersed in 25 ml of buffer citrate + 250 ndtidled water and placed in T-FAL
700® Steamer for 20 minutes at 95-100 °C. Afternsaghmples were allowed to stand

for 20 m to reach room temperature. Slides werenagashed in PBS 2 x 5min. After
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this washing, the slides were immersed in 0.3% arethsolution with H202 (to block
endogenous peroxidase) for 20 minutes and washe8$2x5min. Slides were covered
with background blocking solution for 20min and wed in PBS 2x5min. The slides
were wiped around the tissue and they were cowsithdthe primary antibody (collagen
and chondroitin) and PBS with 14d0dilution. After these procedures all slides were
incubated over-night in a moist chamber at 40 1@ washed in PBS 2 x 10 min. The
slides were wiped around the tissue and placednkekt Reagent Biotinylated Mice &
Rabbit IgG solution, covering the entire samplearat on the slide and allowed to rest
for 1h at room temperature. The same procedureg wepeated with Streptavidin-
peroxidase reagent solution. Following these reastithe slides were washed in PBS
and 2 x 10 min and wiped around the tissue. Thelaton was performed with a0
DAB chromogen/iml DAB substrate solution, coverihg whole tissue for 10 m. All
reagents used were BioSystems, Inc. e photos were taken with Nikon camera
with digital adapter DS-FI1 for microscopy, SEATE®, Intel® Pentium® Dual CPU
E2200 GHz, 1.99 GB of Ram Microsoft Windows XP wilstem 2010. The software
NIS-Elements F was used for capturing the imagesphbmetric analysis of cell count

and total area of collagen and chondroitin sueds performed with ImageJ software.

STATISTICAL ANALYSIS
Continuous variables were presented asnmaed standard deviation (descriptive
statistical techniques). The Komogorov-Smirnov teas applied to test the assumption

of normality of the variables involved in the studgfter confirming the non-
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parametricity, data were compared using the Manitnd U test and Kruskal-Wallis

test for independent groups. For discriminating thierences (means comparison)
among groups, analysis of variance two-way ANOVA #me Bonferroni post-test were
used to prove the existence of differences amonghblas. The significance level was p
< 0.05. Data were entered in Excel spreadsheethengaftware used to obtain statistical

calculations was the GraphPad Prism 4®.

ETHICAL ASPECTS
The present study is consistent with the ethidalggles, in accordance with the Code of
Ethics of the World Medical Association (Helsinkie€aration) for experiments

involving animals.
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1. TUS INCREASES THE AMOUNT OF COLLAGEN AND THE ICE

INCREASES THE CHONDROITIN SULFATE.

When compared to the control group, changes weseraed in the total area of collagen

and chondroitin sulfate (um) in the groups treat&tt Ultra Sound, Ice, and Cramoll 1,4

and condroton®. With respect to collagen, signiftdacrease was observed with the use

of therapeutic ultrasound (p = 0.0110 *) comparettéatment beginning (Figure 1A). In

the group treated with ice there was maintenancghohdroitin sulfate (Figure 1B). In

the group treated with condroton®, researchers ldewetified increase in the area of

chondroitin sulfate at 60 days, but with great dase after 90 days (Figure 2A). In the

group treated with Cramoll 1,4 there was large suacollagen and chondroitin sulfate

at 60 days of therapy, but there was a slight dserat the 90 days of treatment (Figure
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Figure 1. Comparison of the effects of therapeuticasound (A) and Ice Therapy (cryotherapy) on
collagen and chondroitin sulfate of cartilage betw@®0 and 90 days of treatment. Kruskal-Wallis, test
0.05%*.Control group versus Ultrasound Group (A aontrol group x Ice Group (B).
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Figure 2. Comparison of the effects of condroto#® 4nd Cramoll 1,4 (B) on the cartilage collagem an
chondroitin between 60 and 90 days of treatmentiskal-Wallis test, p< 0.05%*. Control Group x
Condroton® Group (A) and Control group x Cramo#trhpl Group (B).

When compared the results of using therapeutiasound (TUS) with condroton ®

and Cramoll 1,4, the authors found increased arehandroitin sulfate in both groups (p

= 0.0251 *, p = 0.0414*); however, this increasesvgaeater in the group treated with

Cramoll 1,4 (Figure 3A). The use of cryotherapyhwihtramuscular reposition of

condroton® or Cramoll 1,4 showed no differencestha study when compared the

treatment effects between 60 and 90 days (Figuje 3B
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Figure 3. Comparison of effects of using Therameuttrasound with condroton® and Cramoll 1,4(A) and
the Ice Therapy (cryotherapy) combined with choititresulfate and Cramoll 1,4 (B) in the cartilage
between 60 and 90 days of treatment. Two way ANONA,0.05% *.
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1. CRAMOLL INCREASES THE AMOUNT OF CHONDROITIN IN 60 ND 90
DAYS
When comparing the results of the control groughwhiose obtained with Cramoll 1,4 in
60 and 90 days of treatment, the authors obsemegtased amounts of chondroitin
sulfate in both groups (p = 0.0001*), Figure 4 AddB. There was increased area of
collagen with the use of condroton® at 60 daysedtment, Figure 5A - (p = 0.0001%),

but decreasing at 90 days (Figure 5B).
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Figure 4. Comparison of the total area of chontratlfate between the control group, the grouptee
with Cramoll 1,4and the group treated with condn@®aat 60 (A) and 90 (B) days of treatment. One-way
ANOVA - Kruskal-Wallis test p = 0.05% *.
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Figure 5. Comparison of the total area of collalgetween the control group, the group treated with
Cramoll 1,4 and the group treated condroton® ai&tand 90 (B) days of treatment. One-way ANOVA -
Kruskal-Wallis test p = 0.05% *.
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DISCUSSION

1. ULTRASOUND INCREASES THE COLLAGEN AMOUNT

In this study, the authors found that the wé therapeutic ultrasound (TUS),
promoted significant increase in the collagen gvessent in the cartilage of rabbits
analyzed. It is known that the ultrasound, as aslmicrowave, has been widely used as
adjuvant in therapy of osteoarthritis. It is cormenthat these types of heat affect mainly
the deep layers of cartilage; however, the effettsyperthermia in osteoarthritis are not
well investigated clinically.?’?® found that the microwave oven had the ability to
increase the temperature of the intrarticular rakbee with 20 minutes of application
2.45 GHz intensity. The authors reported that theperature increase has led to
increased expression of collagen type Il. In thisdg, the authors found that Hsp70
inhibition by quercetin inhibits the expressionpobteoglycans; however, it maintains the
increase of type-Il collagen. This fact confirmse thesults of this study, with slight
decrease of chondroitin sulfate (proteoglycan) gighne heat promoted by therapeutic
ultrasound but increased area of collagen. Moreotrex authors found remarkable
increase in the accumulation of Heat Shock ProtéingHsp70) in chondrocytes, when
subjected to intrarticular temperature increases Hsp70 is a member of a family of
highly conserved proteins, synthesized in cellsjestibd to mechanical stress and
loading, typically as those in the synovial artaautartilage. The Hsp70 protect thus the
cartilage proteoglycans after intense stress agdragation as found in the osteoarthritis.

These proteins can interact with multiple polypegsi in a variety of cell assembly
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processes so that to stimulate cartilage formatuith the application of therapeutic

ultrasound.

2. THE TUS WITH CRAMOLL INCREASES THE CHONDROITIN SUIATE

AREA MORE THAN THE TUS WITH CONDROTON®

The TUS stimulates Hsp70 due to the msed articular temperature. The presence
of the hsp70 gene in cartilage chondrocytes ingiliis apoptosis™. Furthermore,
glutamine that induces Hsp70 to protect the chandes of cytotoxic stresses reduces
the degeneration of articular cartilage when they administered intrarticularly in
osteoarthritis in ratd*' Importantly, the treatment based on the TUS tsaniitations,
mainly due to the knee anatomy, the joint depthouam of fat and adjacent fatty coxin.
For 332 the TUS stimulates bone callus formation. Thidus to increased synthesis of
extracellular matrix proteins in the cartilage, §iby/ changing the chondrocyte
maturation and endochondral bone formation.

The ultrasound has been used widely withitidication of bone callus formation.
This effect is attributed to the increased synthesiproteins in the cartilage extracellular
matrix and stimulating the maturation of chondresytretarding the osteoarthritis
degeneration. Moreover, TUS stimulates the synshefsproteoglycans and extracellular

matrix, contributing to the fracture healing ané thone formation with the synthesis of

collagen and prostaglandins.



63

Regarding the ice use (cryotherapy), it waseplesd the maintenance in the
chondroitin sulfate area. Cryotherapy has been ese@ ancient times for its beneficial
effects on injured tissue¥>> Maintaining the area of chondroitin sulfate refiethe
cryotherapy effects on the cartilage metabolismyeling its hypoxia, preventing
degenerative inflammatory mechanisms, releasingiateed that maintain the joint

integrity %7 38

showed the effects of cell preservation by cold.rejgorted that it is
possible to preserve cells of vertebral disks & in grafts in cases of their infeasibility.
Other authors also have used hypothermia as imgoatjuvant in the preservation of

various cells, including those present in cartil&8

3. CRAMOLL INCREASES THE AMOUNT OF CHONDROITIN IN 60 KD 90

DAYS

The use of Cramoll 1,4 as chondroprotecivarrelevant due to the effect of
glycoaglutinator already known as lectins. Theiteets are part of a large family of
chondroitin sulfate proteoglycart§ characterized by the presence of a C-type domain
and its core proteins. The areas of C-terminal @hblecticans consist of one or two
epidermal growth factors (EGF), a C-type lectin domand one domain of protein
regulatory complement (CRPf% This arrangement of lecticans suggests their
involvement in the recognition of carbohydrate ban@hus, Cramoll 1,4 which is a
lectin, seems to recognize the proteoglycans ptesenthe cartilage, rich in

carbohydrates, such as any glycoprotein. In thegotestudy, the group treated with
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condroton showed significant decrease in the clwtmadrsulfate at 90 days of treatment;
however, the group treated with Cramoll 1,4 sholester decrease. This leads the
authors to infer that the Cramoll 1,4 actually gpuaed the chondroitin sulfates present
in the cartilage protecting them and reducing tdegeneration. It is understood that the
similarities with selectins and their abundant esgron in the nervous system suggests
that lecticans play an important role in carbohteracognitiori>*2

Undoubtedly, proteoglycans formed by droitin sulfates and keratan have
capital importance in the process of absorption eetdase of water by cartilage. Its
inherent ability of hydrophilicity leads to the namism of increased cartilage thickness,
providing the main cartilage function: the dampif@pmbined with hyaluronic acid,
proteoglycans form a pericellular coating maintagnisufficient adhesion to reduce
friction in the cartilagé®. These components are essential for maintainiednydrostatic
pressure and allow the cartilage to resist loads.

It is known that lectins have as mainrakteristic the glucoagglutination. Lectins
are proteins of non-immune origin which recognizgbohydrate such as complex
polysaccharides. Their interactions with polysacdcles resemble the antigen-antibody
binding and enzyme-substrate reactiofts The high specificity of lectins by
carbohydrates can be used as a therapeutic ofti@n.cramol can be used to interact
with cartilage components, as they are formed magl proteoglycans. The authors of
this study believe that this interaction may bedhese of increased chondroitin sulfate at

60 and 90 days of treatment with the cramoll.
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Cramoll 1,4 is a lectin isolated from seefi€ratylia mollis?° of the Leguminosae
family which recognizes glycoprotein®“”. The Cramoll 1,4 is involved in many
biological activities such as antitumordf, and its specificity is correlated with
Concanavalin A. There are several reports in thealiure on these interactiofis*®
Some lectins have been used as models for studiimgnolecular basis of protein-
carbohydrate interactions. Another study demoredr#éhhat Lectins have a high level of
similarity to the primary structure with carbohytdsand also presents notable variations
in the carbohydrate bindimg.

The cells that synthesize all theseilegg proteins are chondrocytes. Any change
in their function leads to the characteristic OAnfrework. Being the only vital elements
inside the tissue, chondrocytes play a crucial imolthe loss of cartilage function. It has
been shown that the increased matrix catabolismchadges in its gene expression are
important chondrocyte features under osteoartheainditions. In vitro studies using cell
culture of chondrocytes have increased our undedstg of the physiology of cartilage
phenotype by altering the chondrocitic cells in theeas®.. In particular, immortalized
lines of chondrocyte cells, such as C-28/12 and -28@2, have facilitated the
experiments reproducibility to explore specific nbdmcytes and their response to
stimuli, such as cytokines or chondroprotectivendge

Thus, considering the results presentethis study, the authors arrived at some
conclusions. Among them, when compared the residlltssing TUS with condroton®
(p = 0.0251*) and TUS with Cramoll 1,4 (p = 0.04)4the authors verified increased

area of chondroitin sulfate in both groups, bus timcrease was greater in the group
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treated with Cramoll 1,4. The use of cryotherapgommitantly with condroton® or

Cramoll 1,4 revealed no differences in the studshgared to the effects of treatment
between 60 and 90 days. The use of Cramoll 1,4ea&sed the area of chondroitin
sulfate (p = 0.0001*) in osteoarthritis of the raltnee cartilage at 60 and 90 days of
treatment, compared with the control group. It vedxserved increased area of collagen
with the use of condroton® at 60 days of treatnfprit 0.0001*), but decreasing its area

within 90 days.
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RESUMO

A crioterapia e o ultrassom vem sendo utilizados@onodalidades terapéuticas que visa
melhorar a qualidade de vida e bem estar de pasienim osteoartrose (OA). Entretanto,
varios questionamentos sobre o comportamento dagerges térmicos nos tratamentos
fisioterapéuticos ainda sdo baseados em dadosiensp® dominio desse conhecimento
pode sugerir a mudanca da utilizacdo de medicameoalto custo como eleicéo
principal do tratamento da OA para a utilizacéo teleapia com aplicagcdo de gelo
(crioterapia) e a aplicacdo de calor (ultrassonmprdiindo os altos investimentos dos
recursos publicos nessa afeccdo tdo comum. OBJETBADe estudo se propde a
verificar as alteragdes moleculares provocadas pidiaacdo do frio e do calor nos
elementos fibrilares e n&o fibrilares da cartilaggmjoelho de coelhos. METODOS:
foram utilizadas média de 1500 células de seishosahachos, divididos em trés grupos
de dois individuos, apds a retirada do cilindrceostndral do joelho para simular o
defeito na cartilagem. 1-Um grupo controle que rfao submetido a nenhum
procedimento terapéutico-(1GC); 2-um grupo submati@plicacdo de gelo (crioterapia)
(2GG); 3-um grupo submetido a terapia com ultras6@U). Para testar a suposicao de
normalidade das variaveis envolvidas no estudo afdicado o teste Komogorov-
Smirnov. ApGs a confirmacdo da ndo parametriciddds dados, os dados foram
comparados, através do teste U de Mann Whitney @skal-Wallis para grupos
independentes. RESULTADOS: Observou-se importanteeato na area do colageno
com a utilizacdo do ultrassom terapéutico e disatlecréscimo com o uso do gelo. Em
relacdo a area do sulfato de condroitina, o gefootkstrou ganho em relacdo a 60 e 90
dias de tratamento. Ocorreu aumento significatieo cdlageno nas areas média e
superficial da cartilagem e um leve declinio cqrozglente a area de condroitina.
Verificou-se grande migracdo do sulfato de conthaipara a superficie da cartilagem.
Do ponto de vista histolégico, ndo ocorreram afidea evidentes em relacdo a
distribuicdo do colageno e da condroitina nas lagegns estudadas apds o tratamento
com gelo. CONCLUSAO: O calor aumenta a producdéarda do colageno na superficie
da cartilagem com AO com 90 dias de tratamentoriddpfeserva a area do sulfato de
condroitina (proteoglicanas) da cartilagem. A m#tdo da crioterapia deve ser
estimulada entre o inicio do tratamento e os primseb0 dias na AO. Apds 60 dias a
utilizacdo do calor deve ser preconizada.

Palavras chave: Histologia; Cartilagem; Ultrasseraféutico; Crioterapia; Colageno;
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INTRODUCAO

A crioterapia e a termoterapia vem senddizadas como modalidades
terapéuticas que visa melhorar a qualidade de rid@em estar de pacientes com
osteoartrose (OA), (Felice e Santana, 2009). Ettet varios questionamentos sobre o
comportamento destes agentes térmicos nos tratasndisioterapéuticos ainda séo
baseados em dados empiricos (Bleakley e tal., ZBlgdyn Jr et al., 2004; Silveira et al.,
2006). O dominio desse conhecimento pode sugennudanca da utilizacdo de
medicamentos de alto custo como eleigédo principatatamento da OA para a utilizagcéo
da terapia com aplicacdo de gelo (crioterapia) apkcacdo de calor (ultrassom),
diminuindo os altos investimentos dos recursosipablnessa afeccdo tdo comum. Na
literatura, a maioria dos trabalhos publicados dettam a utilizacdo de modelos
animais como forma de pesquisa devido a dificulded@ceitacdo de grupos com seres
humanos. Desta forma, analisar o comportament@amobioldgico da cartilagem em
coelhos com a aplicacdo do frio (crioterapia) ecdtr (ultrassom terapéutico), nos
componentes cartilaginosos fibrilares, represestgdo colageno, e nao fibrilares que
correspondem aos glicosaminoglicanos, podem secdmo resposta a estes
guestionamentos.

Fisiologicamente, a crioterapia contripara reducdo dos processos inflamatorios
provocados nas articulacdes diminuindo o edemanedtuindiretamente no alivio da dor
e reduzindo o processo degenerativo da articulagaeés da diminuicdo da temperatura
intrarticular (Fang, 2012; Banfi, 2009, 201Cpnsequentemente, este processo
atua na diminuicdo das atividades de enzimas caldgeccomo colagenases, que
destroem o colageno presente na cartilagem antieulsdo liberadas por leucocitos
polimorfonucleares infiltrados na sindvia quandtemperatura intrarticular encontra-se
elevada (Silveireet al. 2006, Maes, 1995). Os resultados da aplicagaorideerapia
realizando massagens com gelo em pacientes cordodéelho, sao significativos na
diminuicdo da dor e consequentemente, na melhosangéitude de movimento articular
(Brosseau et al. 2006).

A aplicacdo do calor é considerada coma torma de preparacdo para as terapias
de exercicio em pacientes com rigidez articulaensd ou com dificuldade para o
relaxamento da musculatura, mostrando ser bengfiaivio da dor (Petegt al 2011,
Arth Found 2003). O ultrassom terapéutico (UST) coparte desta modalidade
termoterapéutica, destaca-se nos processos dezeicaddb em lesdes de tecidos moles,
aumentando a sintese de colageno e participandegdaeracao da inervacao periférica
(Fenanda, 2011). Além disso, 0 uso do UST podenakir a secrecdo de matriz celular
(Fréz,et al 2006). Esses efeitos demonstram que o UST pessatiszado como um
importante fator contribuinte no processo de regeg@ da cartilagem articular em
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pacientes com OA. Contudo, algumas andlises fsibése a influéncia do Ultrasom
Pulsado de Baixa Intensidade (USPBI) na sintesab®mmacdo de Glicoaminoglicanos
com diferentes intensidades sugerem que o USPBRiuposn potencial limitado para
fornecer um método eficaz na producdo de matrizocparte de uma estratégia de
engenharia de tecidos para reparacdo de cartila@déadins et al, 2011). Segundo
Kengi, et al, (2009), o efeito direto do calor sobre o metabuodise reparacdo da
cartilagem articular & desconhecido, o que mosinacgssidade de mais estudos sobre
esse tema.

De fato, a maioria dos trabalhos publisadpresenta resultados superficiais do
tratamento das desordens fisicas com utilizac&matio e do frio, e poucos, demonstram
andlises imunohistologicas especificamente dalagetin degenerada. Portanto, este
estudo se propde a verificar as alteracdes molesutaovocadas pela utilizacao do frio e
do calor nos elementos fibrilares e néo fibrilatasartilagem do joelho de coelhos.

METODOLOGIA

Este trabalho caracteriza-se como endaiwa de estudo terapéutico com analise
gualitativa e quantitativa (Sampaio e Mancini, 200¥este estudo, foram utilizadas
média de 1500 células de seis coelhos machos da&California, albinos, pesando entre
2,5 a 3,5 Kg, correspondendo de dois a trés mesedade (Masoud et al., 1986). Os
coelhos foram divididos em trés grupos de doisvidios, apds a retirada do cilindro
osteocondral do joelho para simular o defeito ndlagem. 1-Um grupo controle que
ndo foi submetido a nenhum procedimento terapé(tiGL); 2-um grupo submetido a
aplicacdo de gelo (crioterapia) (2GG); 3-um grupbnsetido a terapia com ultrassom-
(3GU). No GG foi aplicado bolsas de gelo atravésatms plasticos, em cima do joelho
direito operado por vinte (20) minutos. No GU, dicggao do ultrassom foi realizada
durante cinco (5) min, com o mesmo aparelho, apéstéamia completa na regido da
interlinha do joelho direito na face medial da &gproximal da perna direita, onde o
condilo femural € mais exposto e permite bom acoefdo do transdutor (Pessina e
Volpon, 1999). O aparelho de ultrassom utilizadalfmtipo pulsado, mardalL.D Avatar
lI®, com era de 3,00 cnule cabecote, frequéncia de 1 MHz, e poténcia mexien10w.

A frequéncia utilizada no estudo foi de 16Hz ndccide pulso de 20% (2:8), por um
tempo de 5 minutos, intensidade de 535 mW/cm2 (;B\2) e previamente calibrado.
Foi realizada eutanasia de um animal de cada grap acompanhamento do processo
cicatricial através da analise imunohistolégicasapessenta (60) e noventa (90) dias do
procedimento cirargico. O periodo de 90 dias éfiziente para a completa cicatrizacdo
da cartilagem (Ribeiret al 2004). Os procedimentos de incubacdo e reveldgdo
colageno e do sulfato de condroitina foram reabsaab Laboratorio de Imunopatologia
Keizo Asami (LIKA) localizado na Universidade Fealedle Pernambuco (UFPE).
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ANALISE ESTATISTICA

As variaveis continuas foram apresentadasanédia e desvio padrao (técnicas de
estatistica descritivas). Para testar a suposiedmodmnalidade das variaveis envolvidas
no estudo foi aplicado o teste Komogorov-Smirnopo# a confirmacdo da néo
parametricidade dos dados, os dados foram commarattavés do teste U de Mann
Whitney e Kruskal-Wallis para grupos independent€ansiderou-se o nivel de
significancia p< 0,05. Os dados foram digitados na planilha Exaekeftware utilizado
para a obtencao dos célculos estatisticos foi ptBad Prism 4®.

RESULTADOS

Quando comparados ao grupo controlenfaraservadas alteracdes na area total
(um) do coladgeno e do sulfato de condroitina nap@s tratados com Ultrassom e Gelo.
Em relacdo ao colageno, observou-se importanteerimemto com a utilizacdo do
ultrassom terapéutico e discreto decréscimo corscodo gelo. Em relacdo a area do
sulfato de condroitina, o gelo demonstrou ganhaaatao a 60 e 90 dias de tratamento
(ver figurale 2).
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Figura 1: Comparagdo dos resultados do colageno e do sulfato de
condroitina entre os grupos controle e os grupos onde foram utilizados
ultrassom nos periodos de 60 e 90 dias. Média/area celular (um).

Teste U de Mann Whitney.

Diferenca estatisticamente significante p-valor <0,05%%*.
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Figura 2: Comparagdo dos resultados do colageno e do sulfato de condroitina entre os
grupos controle e os grupos onde foram utilizados Crioterapianos periodos de 60 e 90
dias. Média/drea celular (um).

Teste U de Mann Whitney.

Diferenca estatisticamente significante p-valor <0,05%*.

As figuras a seguir apresentam uma comparacsiefédos do Ultrassom e do gelo em
relacdo ao grupo controle na distribuicdo por deaolageno e do sulfato de condroitina
entre 60 e 90 dias de tratamento. Na figura 3jsaralo isoladamente o grupo de coelhos
gue utilizou o UST, ha um aumento significativo dolageno nas areas média e
superficial da cartilagem e um leve declinio cqroeslente a area de condroitina. Porém,
verifica-se (seta) grande migracdo do sulfato dedamtina para a superficie da
cartilagem (F). Comparado ao grupo controle, o aonelo colageno também é
significativo apresentando um nimero médio por ara@r (164,1 + 11,10 um).
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Figura 3. Exame histoldgico da cartilagem de coelhos. Todas as amostras foram tratadas
com ultrassom terapéutico. A e D= controle. B = coldgeno 60 dias de tratamento. C =
colageno 90 dias de tratamento. E =condroitina 60 dias de tratamento. F = condroitina 90
dias de tratamento. Notar em “C”(seta) a distribuicdo do coldgeno na superficie e camada
média da cartilagem. Notar em “F” (seta) a maior tendéncia da condroitina em se

aglomerar na superficie da cartilagem. (X 100)

Na figura 4, verifica-se a area do colagede eondroitina no grupo tratado com gelo.
Observou-se diminui¢do na area do colageno (de3184, para 180,2 um), porém, do
ponto de vista histolégico, nao se verificam aliées evidentes em relacéo a distribuicdo
do colageno e da condroitina nas cartilagens edasdaDesta forma, a figura 4
demonstra auséncia de mudancas em relacdo aodrataoom gelo.
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Figura 4. Exame histolégico da cartilagem de coelhos. Todas as amostras foram tratadas com
20m de crioterapia 3x semana (Gelo). A e D= controle. B = colageno 60 dias de tratamento. C
=coldgeno 90 dias de tratamento. E =condroitina 60 dias. F = condroitina 90 dias de
tratamento. Notar em “B e C”(setas) a mesma distribuigdo irregular do colageno em toda
cartilagem. Notar em “E e F” (setas) a auséncia de mudanca da condroitina na cartilagem
apos o tratamento com gelo. (X 100)
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DISCUSSAO

Segundo os estudos de Petit (2011), ceemgle-se que a autoregulacdo da
expressao do sinal para a sintese do colageno diepdas alteracdes fendtipas do
condrécito principalmente da sua transicao dafeseara a fase hipertréfica apos o qual
hda uma diminuicdo do coldgeno tipo Il e o aument mineralizacdo celular
cartilaginosa. Contudo, o aumento do coldgeno whderno grupo de coelhos onde foi
aplicado o UST entre 60 (75,27 + 4,42) e 90 (16411,10) dias pode ser explicado
através da biomodulacdo, pois, por meio da bioettigdo pode-se aumentar o
metabolismo celular dos condrécitos da cartilageno €ontelldo das susbstancias
guimicas que sdo importantes para manter em eduibltsistema de prote¢cdo mecanica
da cartilagem articular (Ros al, 2003). Seguindo este raciocinio, para Fréz (2006
ultrassom terapéutico, como parte da modalidadmoterapéutica, destaca-se nos
processos de cicatrizacdo em lesdes de tecidos meseltando no aumento da sintese de
coldgeno e na estimulacéo da secre¢do de mauiarc® aumento da area do colageno
na superficie da cartilagem tratada com ultrassameervado na figura 1C, evidencia
bem, o estimulo dos condrécitos na reposi¢cédo digeob nesta regido, com a finalidade
de protecao articular.

Bioefeitos térmicos do ultrassom

A elevacdo de temperatura local causada peé&d Uvaria de acordo com as
propriedades dos tecidos que séo tratados. Satessafgmicos dependem do coeficiente
de absorcéo do tecido, a densidade, a perfusdac&de pulso além da frequéncia de
repeticdo do pulso. Uma propriedade fundament& $6, é que ele tem a capacidade de
aquecer os tecidos de forma focal, ou seja, o@aguecimento apenas no local tratado,
evitando assim, dissipacdo sistémica do calor,aad® de forma inadequada os
mecanismos fisioldgicos de termorregulacdo. Oerdat que afetam o aumento da
temperatura dos tecidos incluem o campo de aplicagsi caracteristicas dos tecidos
envolvidos, condutividade térmica do tecido e ig&gdo sanguinea do local a ser tratado
(TONOMURA et al, 2008). Os tecidos que sao pobres em vasculariZpgia tendéo e
gordura), e em tecidos que conduzem o calor (otmm)maior aumento da temperatura
guando submetidos ao UST, (KUMAGAI, K, 2012). t&sidos adjacentes aos 0SS0s séo
particularmente susceptiveis ao aumento do calocguucédo. O poder de absor¢ao de
calor pelos tecidos esta diretamente relacionado @aeor de proteinas presente nos
tecidos. O colageno, por sua vez, tem elevada e de absorgédo do calor, sendo
portanto, um dos componentes mais estimulados cpfiGgacao do UST, (WU, J, 2008).

Ainda referente ao grupo ultrassom, hauwedecréscimo do sulfato de condroitina
comparando os 60 dias de tratamento (76,59 = 44d#4) os 90 dias finais de terapia
(74,07 £ 4,91). Resultados semelhantes aos ef@td$ST foram relatados por Martins
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(2011) em um modelo experimental de ratos ondeleyam que o ultrassom pulsado
de baixa intensidade (PLIUS) pode ser benéficoegameracdo da cartilagem taimo
vivo ou como parte de um tecido vitro, acreditando-se que as ondas produzidas possa
ter um efeito direto sobre a mecanica das célutpestas. Porém as andlises sobre a
influéncia do PLIUS na sintese e elaboracdo deo@&fiinoglicanos com diferentes
intensidades sugeriram que o PLIUS possua um patelmitado para fornecer um
método eficaz na producdo de matriz como partenda estratégia de engenharia de
tecidos para reparacao de cartilagens.

Os resultados do presente estudo idest#fit a manutencdo do colageno e da
condroitina na cartilagem com a aplicacéo das cessas de gelo no joelho dos coelhos.
Estes resultados sdo corroborados com diversodosstilinicos que demonstram 0s
efeitos da crioterapia sobre a cartilagem nardigéo da temperatura intrarticular e
das atividades enzimaticas permitindo, apesar a@étmento reduzido de oxigénio, que
as células em torno de uma lesdo direta possanevéedr, mostrando ser um fator
determinante na manutencdo da area dos componeatéitaginosos estudados,
prevenindo os efeitos da hemoartrose e da singeitendarias a OA . Martin (2002)
coaduna com essas reflexdes. A hemoartrose sabitlar@eprecursora de mediadores
inflamatérios aumentando potencialmente a tempexattra-articular.

Atualmente, Petit (2011) entre outros lbotadores, verificou a utilizagdo do
nitrogénio rico em etileno plasma-polimerizado paraibicdo da hipertrofia bem como
da osteogénese de pacientes com OA tratados cofasc&onco mesenquimais. Porém,
salientamos que a utilizacdo do nitrogénio nestai¢@ depende principalmente da
diminuicdo da temperatura intra-articular. Diantesd, os autores do presente estudo
acreditam que estes efeitos poderiam ser incresh@hteom a utilizacdo da crioterapia
diminuindo drasticamente os custos da aplicacaatdwgénio.

Além disso, segundo Glenn (2004) a cragiex previne a degeneragdo e a
destruicdo do sulfato de condroitina através dauteagdo da pressao octahédrica
impedindo, desta forma, os efeitos compressivostélgds da cartilagem e otimizando a
habilidade das proteoglicanas em potencializarfsogdo hidrofilica diminuido a dor, a
hipoxia secundéria e o derrame articular.
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CONCLUSAO

- O calor (UST) aumenta a producdo da &@eacolageno na superficie da
cartilagem com AO com 90 dias de tratamento.

- O frio preserva a area do sulfato dedcoitina (proteoglicanas) da cartilagem.

- A utilizacdo da crioterapia deve seinegtada entre o inicio do tratamento e os
primeiros 60 dias na AO.

- Apds 60 dias a utilizacdo do calor devepseconizada.
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ABSTRACT

Collagen appears to play an important role in thimd of proteoglycans and hyaluronic
acid in the cell matrix, providing balance in trertdage framework. Thus, collagen can
be a great marker to investigate the process ofrdegtion of cartilage, as in cases of
osteoarthritis. A notable feature of type Il cobagis the high content of carbohydrates,
which is linked to hydroxylysine residues. The prese of these carbohydrate residues
provides type Il collagen with biological charaddécs similar to lectins. Lectins are
proteins able to recognize specific sites and sblr bind to carbohydrates without
changing the covalent structure of the glycosidinds of the sites. Cramoll 1,4 has been
used therapeutically, inhibiting the inflammatompgess and promoting the healing of
tissues rich in carbohydrates. These are the nigisiglogical effects of cryotherapy and
Therapeutic Ultrasound (UST). However, several ings into the effects of these
thermal agents in physical therapy treatments asedon empirical data. OBJECTIVE:
The authors of this study intend to investigate twbethe application of Cramoll 1,4,
associated with cryotherapy and UST, influencesdik&ibution of collagen in articular
cartilage of rabbits. METHODS: In this study siy (6ale rabbits were used, divided into
three groups: a control group; a group with 60 dafytherapy (ultrasound and Cramoll)
and a group with 90 days of therapy (ice and CrmRESULTS: There was an increase
in collagen area after 90 days of treatment witthagbund and Cramoll, with clear
migration to the surface of the cartilage in kneésrabbits (p=0.001*). The study
demonstrated a decrease in the area of collageariitage of rabbit knees (p=0.001%)
after 90 days of treatment with ice and Cramoll. NEXDUSION: Treatment with
ultrasound and Cramoll increases the collagen gmewiding beneficial effects to the
knee cartilage of rabbits.

Key-words: Cramoll 1,4; Cryotherapy; Ultrasoundi€amrthritis; Collagen;

INTRODUCTION

Endochondral ossification contributes to incredsedth of the long bones during
embryo formation, contributing to the growth of tkhild through the cartilaginous
epiphyseal plates (POOLE, 2000; PETIT, 2011). kn pholiferation zone of epiphyseal
plates, chondrocytes actively divide and syntheslfterent types of molecules of

collagens (type Il, IX and Xl), in addition to tispecific proteoglycans of joint cartilage
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(MWALE et al, 2002; PETIT, 2011; DENNIS, 2004). In the extradal matrix is
mainly found type Il collagen, surrounded by a cterpgange of proteoglycans, macro
sugar molecules, which form a type of firm, verydigted gel (MWALE Fet al 2002).
Collagen appears to play an important role in tkiad of proteoglycans and hyaluronic
acid in the cell matrix, providing balance to thertdage framework. NOYOREt al,
(1998) showed that the type Il collagen (CIl), pads the cartilage through collagen-anti-
antibody bonds. In addition, CII has been widelgduas an important marker of cartilage
(BILLINGHURST et al, 1997; NELSONet al, 1998; MATYAS et al 2004). Thus,
collagen can be a great marker to investigate theegs of degeneration of cartilage, as
in cases of osteoarthritis (OA). A notable featoiréype Il collagen is its high content of
carbohydrates, which is linked to hydroxylysineidass (FRANCISet al 1978). The
presence of these carbohydrate residues provides by collagen with biological
characteristics similar to lectins. Lectins aretgires capable of recognizing specific sites
and reversibly bind to carbohydrates without chaggihe covalent structure of the
glycosidic bonds of the sites (PEREIRA, 2012). Wjddistributed in nature, lectins
originate from plants and bacteria that agglutircatés and precipitate polysaccharides or
glycoconjugates (LIENEFRt al, 1986). Lectins are considered molecules thaigeize
and decode the information contained in oligosagdba of the cell surface (PEREIRA,
2012). The seed lectin @ratylia mollis has been widely studied in the Northeast of
Brazil. This region is the origin of the Camarataab, a leguminous plant known
scientifically asCratylia mollis and from which is purified the lectin Cramoll 1,4
(CORREIA AND COELHO, 1995). Various biological agties have been assigned to
different isoforms of lectins o€Cratylia mollis of which we can mention: mitogenic
activity of lymphocytes (MACIELet al, 2004), adjuvant in cancer therapy (ANDRADE
et al 2003; BELTRAOet al, 1998), immuno-stimulatory activity (MEL®t al, 2010a;
MELO et al 2008b; ANDRADE et al 2011), anti-inflammatory and anthelmintic
activity (MELO et al, 2011c; FERNANDES, 2010) and in repairing injurieshealthy
and immuno-compromised rats (MELgD al, 2011b). These studies demonstrate that the
Cramoll 1,4 has been used therapeutically, inmitthe inflammatory process and

promoting the healing of tissues rich in carbohtekaThese are the main physiological
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effects of Cryotherapy and Therapeutic UltrasoundST). Cryotherapy and
thermotherapy (UST) have been used as therapewotialiies that aim to improve the
quality of life and well-being of patients with estrthritis (OA). However, several
inquiries into the effects of these thermal agémishysical therapy treatments are based
on empirical data (BLEAKLEYet al, 2004; GLENN JRet al, 2004; SILVEIRAet al,
2006). Given this knowledge, it may be possiblestiggest a change from the use of
high-cost medications as primary treatment of OAhi use of therapy with application
of ice (cryotherapy) and the application of healirisound), decreasing the high
investment of public resources in this very comndisease. The authors of this study
intend to investigate whether the application cdr@oll 1,4, associated with cryotherapy

and UST, influences the distribution of collagerarticular cartilage of rabbits.

METHODOLOGY AND ACTION STRATEGY

The study made use of six (6) male, albino rablofsthe California breed,
weighing between 2.5 to 3.5 Kg, two to three momthage (MASOUD et al., 1986). The
rabbits were divided into three groups of two indidals (control, 60 and 90 days) after
the withdrawal of the osteochondral knee cylindesitnulate a cartilage defect: a control
group (CG) with no therapeutic procedure; a groogt received chondroitin sulfate
injection, in doses of 0.1 ml/kg of body weight gwvéour days until euthanasia (4CS);
and a group that received Cramoll 1,4 (1.0 mgmklases of 0.1 ml/kg of body weight
daily until the day of euthanasia (5CM). Cramolt lyas obtained according to the
protocol established by CORREIA AND COELHO (19943. a pre-anesthetic drug each
animal received 0.2 mg/kg of body weight of 1% a&oepazine intramuscularly.
Anesthesia was performed through intramuscular iegmn of 5% ketamine
hydrochloride at a dose of 50 mg/kg of body weigbsociated with 2% xylazine at a
dose of 3 mg/kg. After shaving the surgical aresepais, antisepsis and sterile field
placement, a medial, parapatellar incision wasqgperéd followed by lateral patellar
dislocation and arthrotomy. With the knee flexelde tmedial femoral condyle was

exposed and with the aid of a metal instrumentefaad was produced by removing an
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osteochondral cylinder of 3.2 mm/4.0 mm from thghtiknee. Next, the joint capsule
was sutured with 4.0 monofilament nylon threadepasate stitches, the patellar tendon
was repositioned and medial retinaculum and skirewelosed, also, with 4.0
monofilament nylon thread in separate stitches (GIAH et al., 1993; RIBEIRO et al.,
2004). In the post-operative period, Rimadyl® itgdxde solution was administered as an
analgesic for all rabbits, subcutaneously at a glsd 2.2 mg carprofen per kg of body
weight once a day for two weeks. Euthanasia wa®eed of an animal in each group
for monitoring of the healing process by immunatisgical examination, thirty (30),
sixty (60) and ninety (90) days after the surgmalcedure. The sacrifices were executed
with anesthesia similar to the preoperative onkoded by an intravenous injection of
60 mg/kg of potassium chloride (RIBEIRO et al., 200

The knees operated on were removed through ostgaand carefully examined
for macroscopic and microscopic evidence of ref@amples were made of the materials,
and then HE slides made silanized. The preparatigiides for deparaffinization, was
performed with xylene baths for 5 min, followed thyee series of 10 dips (washings) in
xylene. Then, three series of 10 dips in 100% &% @lcohol, and 10 dips for 2 minutes
of immersion in PBS. For antigenic recovery, thengigs were immersed in 25 ml of
citrate buffer + 250 ml of distilled water, and q@a in a T-FAL® 700 steamer for 5
minutes between 95-100°C. Once this was done,ahmles were left to sit for 20 min
until they reached room temperature. The slidesweashed again in PBS twice for 5
min. After this washing, the slides were immerse®.3% methanol solution with H202
(to block endogenous peroxidase) for 20 minutegnTlanother washing in PBS twice
for 5 min. A background blocking solution was usedcover the slides for 20 min, and
washed in PBS twice for 5 min. The slides were dipeound the tissue and covered
with the primary antibody (collagen and chondrgitand PBS, at a 1/50 pl dilution.
After these procedures all the slides were incubateernight in a moist chamber at
40°C, and washed in PBS twice for 10 min. The dadere wiped around the tissue and
Biotinylated Mouse & Rabbit IgG Reagent Linker wased to cover the entire sample

material on the slide and left to sit for 1 hour@m temperature. The same procedures
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were performed with Streptavidin-Peroxidase Reagehition. After these reactions, the
slides were washed in PBS twice for 10 min and digeund the tissue. Revelation was
done with a 20 pl DAB chromogenic/1 ml DAB substrablution, covering all the tissue
for 10 min.

All reagents used were from BioSystems, Inc. Phajogs were taken with a
Nikon camera with digital adapter for DS-Fil miaropy, using a SEATECH PC, Intel®
Pentium® Dual CPU E2200 GHz, 1.99 GB of RAM withdwtisoft Windows XP 2010

operating system. The NIS-Elements F software vgad to capture the images.

STATISTICAL ANALYSIS

Continuous variables were presented as mean andasthdeviation (descriptive
statistical techniques). To test the assumptionarfality of variables involved in the
study the Kolmogorov-Smirnov test was applied. Aéienfirmation of non-parametricity
of the data, the data were compared with the Ong MROVA Kruskal Wallis test for
independent groups. A significance levet p.005 was used. The data were entered in an
Excel spreadsheet and the software used to obaisteal calculations was GraphPad
Prism 4®.

RESULTS

Figure 1. Histological Ultrasound + Cramoll (x100) sections. A. HE Control; B. distribution of
collagen after 60 days of treatment; C. distribution of collagen after 90 days of treatment.
Observe the distribution of collagen in the cartilage surface (arrow).
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Figure 2. Histological Cryotherapy + Cramoll (x100) sections. A. HE Control; B. distribution
of collagen after 60 days of treatment; C. distribution of collagen after 90 days of
treatment. Observe the distribution of collagen in the cartilage surface (arrow).
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Figure 3. Distribution of collagen in the cartilage surface after Figure 4. Distribution of collagen in the cartilage surface after
application of ultrasound + Cramoll, between &80 and 90 days of application of ultrasound + Cramoll, between 60 and 90 days of
trestment. One Way ANOVA, Kruskal Wallis test p = 0.005%~ treatment. One Way ANOVA, Kruskal Wallis test p < 0.005%*

DISCUSSION

In the present study, a significant increase wagd in the collagen area after 90
days of treatment with ultrasound and Cramoll, witbar migration to the surface of
cartilage (p=0.001%*). This effect showed that dtrand stimulated collagen as a
protector of cartilage, due to its characteristicsuctural maintenance. Cramoll is a
lectin isolated from seeds o€ratylia mollis (CORREIA, MTS, 1995) of the
Leguminosae family that known for its glycoprotei(SHARON N, 1993; MELO CML,
2010a). Cramoll is involved in many biological atdies, such as anti-tumor action,
(BELTRAO EIC 1998), and its specificity is correddtwith the lectin Concanavalin A.
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There are several reports in the literature abloesgd interactions (MELO CML 2010b;
___2010c). Some authors have used the lectinmaaels for the study of the
molecular basis of protein-carbohydrate interac(BHARON N, 1995). Another study
showed that legume lectins have a high degreawfasity with the primary structure of
carbohydrates and also features notable variatiooarbohydrate-binding (LIS H, 1998).
The use of Cramoll as a chondro-protector is reledae to the glycoagglutinating effect
already known for lectins. Lecticans are part ofagye family of proteoglycans of
chondroitin sulfate (RUOSLAHTI, E, 1996), characted by the presence of a C-
domain type lectin and its core proteins. The dosaif globular, C-terminal lecticans
consist of one or two epidermal growth factors (EGE C-type lectin domain and a
domain of a complementary regulator protein (CRRYW{ MIURA, 1999). This
arrangement of lecticans suggests that they arelved in the recognition of
carbohydrate bonds. In this way, Cramoll, whichaigectin, seems to recognize the
proteoglycans present in cartilage, rich in carlovates, like any glycoprotein. A notable
feature of type Il collagen is its high content adrbohydrates, which is linked to
hydroxylysine residues (FRANCI& al, 1978). Probably these terminals were the site of
aggregation stimulated by Cramoll 1,4.

Currently, UST has long been used in bone healinga study using rats
genetically marked with a green fluorescent protairtransverse femoral fracture was
performed in the hind limbs. The fracture site wagosed to low-intensity pulsed
ultrasound (low-intensity pulsed ultrasound-LIPUSB&ily in the treatment group.
Radiological assessment showed that the area o& lwatlus (mature bone) was
significantly larger in the LIPUS group than in tbentrol group at 2 and 4 weeks after
fracture. Histomorphometric analysis of the sitetloé fracture showed a significant
increase of marked bone cells (green fluorescenteim-GFP) in the LIPUS group after 2
weeks of treatment, in comparison with the congrolup. The LIPUS group exhibited a
significantly higher percentage of GFP cells expirgs alkaline phosphatase (GFP / AP)
than the control group 2 weeks after fracture. €haata indicate that LIPUS induced
ossification by means of circulating osteogenicgerator cells at the fracture site
(KUMAGAI K et al 2012).
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Local temperature elevation caused by UST vamesrding to the properties of
the tissues that are treated. Their thermal effeigigend on the tissue absorption
coefficient, its density, perfusion, pulse duratiand pulse repetition frequency. A
fundamental property of UST is that it has theigbilo locally heat tissues, that is,
heating occurs only in the local being treated sthuoiding systemic heat dissipation,
which would result in inappropriate activation dfet physiological mechanisms of
thermoregulation. The factors that affect tempeeattise of the tissue include the
application field, the characteristics of the tssunvolved, thermal conductivity of the
tissue and the blood supply of the site being éitdT ONOMURAet al, 2008). Tissues
that are poor in vascularization (e.g. tendons fatg and in tissues that conduct heat
(bone) have greater temperature increase when gedmo the UST (KUMAGAI, K,
2012). The tissues adjacent to bones are partigusaisceptible to increased heat by
conduction. The power of heat absorption by theugs is directly related to the protein
content present in the tissues. Collagen, in tiwas high heat absorption capacity,
therefore, it is one of the components most stitedlavith the application of UST (WU,
J, 2008).

In regard to the use of cryotherapy and Cramdlé study demonstrated a
decrease in collagen area in the cartilage (p=6)000he most relevant effects of
cryotherapy on tissues are mainly the reductiorsexfondary hypoxia, reduced tissue
metabolism, therefore reducing swelling and inflaation and restricting the release of
pro-inflammatory mediators (BANFI @&t al, 2010). From the biophysical point of view,
cryotherapy seems to play an important role initthébition of protein synthesis, as well
as in preventing the normal operation of the trassion of cellular sodium and
potassium. These changes may explain the decreasieeiarea of collagen in the
cartilage of the present study. These effects @tatger or smaller, according to the
layer of fat at the site of application of cryotagy (JUTTE LS, et al, 2012).
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CONCLUSION

In the present study, an increase in the collagea was found after 90 days of
treatment with ultrasound and Cramoll, with cledgnation to the surface of the knee
cartilage of rabbits (p=0.001%*).

The study demonstrated a decrease in the areallafeo in knee cartilage of
rabbits (p=0.001*) after 90 days of treatment vicgh and Cramoll.
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CONCLUSOES DA TESE

Quando comparados os resultados do uso de UST aadnoton ® (p = 0,0251%)
e UST com Cramoll 1,4 (p = 0,0414%*), os autoresficaram aumento da area de
sulfato de condroitina em ambos os grupos, masneeaio foi maior no grupo
tratado com Cramoll 1,4.

O uso de crioterapia concomitantemente com conar@au Cramoll 1,4 nao
revelou nenhuma diferenca no estudo em comparagio as efeitos de
tratamento entre 60 e 90 dias.

A utilizacdo de Cramoll 1,4 aumentou a area deagulfle condroitina (p =
0,0001*) na osteoartrite de cartilagem do joelhocdelho, a 60 e 90 dias de
tratamento, em comparagao com o grupo controle.

Observou-se aumento da area de colageno, comizacdib de condroton ® aos
60 dias de tratamento (p = 0,0001 *), mas diminaiadsua area dentro de 90
dias.

O calor (UST) aumenta a producdo da area do eotagha superficie da
cartilagem com AO com 90 dias de tratamento.

O frio preserva a area do sulfato de condroitmmatéoglicanas) da cartilagem.

A utilizagdo da crioterapia deve ser estimuladaeen inicio do tratamento e os
primeiros 60 dias na AO.

Apds 60 dias a utilizacao do calor deve ser prieeda.

No presente estudo, um aumento na area de colégesmacontrado apos 90 dias
de tratamento com UST e Cramoll, com clara migragam a superficie da
cartilagem do joelho de coelhos (p = 0,001%).

O estudo demonstrou uma diminuicdo da area de exuddga cartilagem do
joelho de coelhos (p = 0,001*) apds 90 dias damnanto com gelo e Cramoll.



