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RESUMO

A osteoartrite (OA) é uma doenga degenerativa caracterizada por apresentar variados
niveis de inflamagdo, resultando em erosdo de cartilagem articular e concomitante
osteogénese subcondral reparativa/adaptativa. A perda da funcdo é a consequéncia de
alteracbes anatémicas nos tecidos das articulagdes com OA. Frente as limitacGes
funcionais e a sintomatologia dolorosa geradas pelo processo inflamatorio na OA, 0s
sulfatos de condroitina e de glicosamina (SCG) surgem como opgdo terapéutica,
considerados drogas modificadoras de sintomas, com efeitos positivos em pacientes que
os utilizam em longo prazo. Entretanto, tais componentes vém sendo testados também
como substancias modificadoras de estrutura, 0s quais poderiam ser capazes de
prevenir, retardar, ou reverter alteragdes morfologicas das estruturas articulares
provocadas pela OA. Assim, os estudos tém avaliado sua acdo sobre a cartilagem, o
tecido G6sseo subcondral e sobre os mecanismos inflamatorios da doenca. Esta tese
avaliou a influéncia da terapéutica com os SCG sobre as alteracdes teciduais provocadas
pela OA quimicamente induzida em articulacdo temporomandibular (ATM) de coelhos.
O artigo abordou especificamente o efeito dos SCG sobre a cartilagem articular
degenerada, bem como sobre o contetdo total de glicosaminoglicanos (GAG’s) do disco
e da cartilagem. Os resultados encontrados mostram que os derivados sulfatados
apresentam resultados positivos sobre a OA. Além disso, este estudo permite considerar
os sulfatos de condroitina e de glicosamina como substancias modificadoras de estrutura
(DMOAD:s), os quais podem ser indicados aos pacientes que apresentam osteoartrite de
articulacdo temporomandibular (OA-ATM).

Palavras—Chave: Osteoartrite, Cartilagem, Sulfatos De Condroitina, Glicosamina,
Articulacdo Temporomandibular, Coelhos



ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a degenerative disease characterized by present varied levels of
inflammation, resulting in erosion of articular cartilage and concomitant subchondral
repair/adaptative ostheogenesis. Loss of function is the consequence of anatomical
changes in the tissues of the joints with OA. Facing the functional limitations and the
painful symptomatology generated by the inflammatory process in OA, chondroitin and
glucosamine sulfates (CGS) appear as a therapeutic option, considered as symptom
modifying drugs, with positive effects in patients who use them in the long term.
However, such components have also been tested as structural modifying substances,
which could be capable of preventing, retarding, or reversing morphological changes in
joint structures caused by OA. Thus, studies have evaluated its action on cartilage,
subchondral bone tissue and on the inflammatory mechanisms of the disease. This thesis
evaluated the influence of therapy with CGS on tissue changes caused by chemically
induced OA in temporomandibular joint (OA-TMJ) of rabbits. The article specifically
addressed the effect of CGS on degenerated joint cartilage as well as on the total
glycosaminoglycan content (GAG) of the disc and cartilage. The results demonstrate
that the sulfated derivatives present positive results on OA. In addition, this study
allows us to consider CGS as structure modifying substances (DMOADSs), which may
be indicated for patients with OA-TMJ.

Keywords: Osteoarthritis, Cartilage, Chondroitin Sulfates, Glucosamine, Temporomandibular
Joint, Rabbits
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1. ANTECEDENTES E JUSTIFICATIVAS

1.1.  ARTICULACAO TEMPOROMANDIBULAR (ATM)

1.1.1 Anatomia e Fisiologia

A articulacdo temporomandibular (ATM) é uma diartrose bilateral entre os
condilos da mandibula, as eminéncias articulares do osso temporal e as fossas
mandibulares (Avery, 2005). As duas articulacdes presentes, embora anatomicamente
distintas, funcionam em conjunto, sem a realizacdo de movimentos independentes. O
processo mastigatério exige que a mandibula seja capaz de realizar ndo somente
movimentos de abertura e fechamento, mas também protrusivos, retrusivos, laterais e
uma combinacdo deles. Para consegui-los, o condilo realiza movimentos de translacéo e
rotacdo (Nanci, 2013).

A ATM ¢é classificada como sendo articulacdo do tipo sinovial, que
geralmente permite movimentos significativos. Nela, dois 0ssos s&o unidos e
circundados por uma cépsula e, desse modo, criam uma cavidade articular. Esta é
preenchida por liquido sinovial e formada por uma membrana que reveste as superficies
ndo articulares (Nanci, 2013). A capsula articular, juntamente com ligamentos e tenddes
e outros tecidos moles, proporciona estabilidade articular. Tais estruturas permitem
manter um alinhamento adequado das superficies 0sseas durante 0 movimento e evitam
a ocorréncia da perda do liquido sinovial (Kuroda et al., 2009). Diferentemente de
outras articulacbes, na ATM as superficies 0sseas sao separadas por um disco articular

fibrocartilaginoso que apresenta espessura ndo uniforme. O disco estd conectado
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superiormente ao 0sso temporal e inferiormente ao condilo por estruturas fibrosas que
compdem a capsula articular, podendo se mover suavemente juntamente com o céndilo
ao longo da eminéncia articular (Schmolke, 1994; Ingawale e Goswami, 2009).

As estruturas 6sseas da ATM sdo a fossa glendide no osso temporal e a
cabeca do condilo da mandibula, suportado pelo processo condilar. Anteriormente, a
fossa € limitada por uma crista Gssea, descrita como eminéncia articular, também
envolvida na articulacdo. O céndilo é a superficie articulante da mandibula. A superficie
articular da cabeca do condilo é bastante convexa antero-posteriormente e levemente
convexa medio-lateralmente (Nanci, 2013). Ela cresce pelo desenvolvimento de novos
condroblastos, que aparecem dispersos na camada de cartilagem. Posteriormente, ha o
surgimento de nova matriz de cartilagem e substituicdo por 0sso, ocorrendo uma
ossificacdo do tipo endocondral (Avery, 2005).

Os movimentos mandibulares proporcionam um metabolismo fisiologico da
cartilagem condilar, o que resulta em crescimento endocondral, com consequente
desenvolvimento da ATM e da mandibula (Takada; Miyawaki; Tatsuta, 1994).
Basicamente, o crescimento condilar é influenciado pela manipulacdo mecénica da
mandibula, funcdo mastigatoria, oclusdo dentéria, relacdo com a fossa glendide, acdo
hormonal e pela idade do individuo (Sinsel et al., 2002).

O remodelamento da superficie condilar pode ocorrer em resposta as
mudangas funcionais e fisiologicas. A formacdo 0Ossea sobre o condilo aumenta a
dimensdo vertical da face, representando um remodelamento condilar progressivo da
ATM (Hall et al., 1993). O remodelamento regressivo, ao contrario, leva a perda de
dimensao vertical da face. Ja o remodelamento periférico provoca a neoformacéo déssea

as margens da articulacdo. Frequentemente, tais eventos estdo associados a alteracGes

15



degenerativas e ocorrem como tentativa de compensar a relacdo inadequada entre os
maxilares e seu desequilibrio na distribuicdo de forcas oclusais (Arnett et al., 1996;

Nanci, 2013).

1.1.2. Fibrocartilagem

Diferentemente da maioria das articulagcdes sinoviais, em que as superficies
articulares sdo cobertas com cartilagem hialina, a articulacdo temporomandibular é
coberta por fibrocartilagem, uma combinacdo de tecido conjuntivo fibroso denso
superficial e cartilagem hialina (Nanci, 2013). A fibrocartilagem condilar é o mais
importante local de crescimento da mandibula (Luder, 1993). Ao contrario da
cartilagem epifisaria, a fibrocartilagem se desenvolve a partir das membranas 0sseas
durante a embriogénese, sendo considerada uma cartilagem secundaria (Ramirez-Yafiez,
2004).

A fibrocartilagem que reveste o condilo mandibular é subdividida em
camadas fibrosa, proliferativa, madura e hipertrofica. Na area fibrosa sdo observados
nacleos celulares, correspondendo aos fibroblastos. A zona proliferativa serve como
uma parte que delimita a regido fibrosa e a camada hialina, apresentando uma reserva
celular importante. E composta por células mesenquimais precursoras das camadas
subjacentes. Na camada madura séo encontrados condroblastos que sintetizam a matriz
cartilaginosa, principalmente o colageno tipo Il. Os condroblastos se hipertrofiam e
alcangam a zona hipertrofica. Essa area é conhecida como zona de ossificagdo

endocondral. Em um corte contendo fibrocartilagem, podem ser observados condrocitos
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e uma pequena quantidade de material amorfo da matriz extracelular circunvizinha
(Luder, 1993; Kuroda et al., 2009).

A matriz extracelular da fibrocartilagem contém quantidades significativas
de colageno tipo I, colageno tipo Il, agua, proteoglicanos, glicoproteinas, lipidios e
componentes inorganicos. As células na fibrocartilagem sintetizam uma ampla
variedade de moléculas da matriz extracelular, permitindo que o tecido responda as
alteracdes no ambiente externo (Dijkgraaf et al., 1995a; Ross, Pawlina, 2009). O
colageno esta diretamente relacionado com a propriedade de resisténcia a tracao.
Enquanto que os proteoglicanos, juntamente com suas cadeias laterais de
glicosaminoglicanos possibilitam uma expansdo tecidual, devido a pressao osmotica
(Paegle et al., 2003).

Os proteoglicanos sdo macromoléculas complexas. Esses contém uma
proteina no seu ndcleo, na qual estdo ligadas, de forma covalente, uma ou mais cadeias
de polissacarideos denominadas glicosaminoglicanos. Os polissacarideos sdo formados
por repetidas unidades de dissacarideos, 0s quais sdo compostos por um agucar aminado
e um A4&cido urbnico, geralmente sulfatados. H& quatro principais grupos de
glicosaminoglicanos: &cido hialurdnico, sulfato de condroitina e dermatan sulfato,
sulfato de heparano e heparina; e sulfato de queratina (Shankland, 1998).

O é&cido hialurénico ¢ um glicosaminoglicano que ndo apresenta ligacao
covalente na sua molécula de proteina do ntcleo. E o principal componente estrutural da
matriz extracelular da cartilagem. Uma molécula de &cido hialuronico pode ser
constituida por uma quantidade maxima de 50.000 dissacarideos. O sulfato de
condroitina € um glicosaminoglicano que contém multiplos dissacarideos. Estes s&o

compostos pelos monossacarideos D-acido glicurdnico e N-acetil-D-galactosamina com
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grupos de sulfatos (OS03-), localizados nos carbonos 4 e 6, formando os dois isdmeros
do condroitin-sulfato na cartilagem articular: condroitin-4-sulfato (CS4) e condroitin-6-
sulfato (CS6). H& aproximadamente 60 unidades repetidas por molécula de sulfato de
condroitina (Shankland, 1998).

O monossacarideo glicosamina € o principal componente dos
glicosaminoglicanos da cartilagem articular. Os seus efeitos incluem a estimulacao de
sintese de proteoglicanos e a reducdo da atividade de enzimas catabolicas, como as
metaloproteinases (Rezende et al., 2006). Considerando-se a funcdo da articulacdo
temporomandibular, os glicosaminoglicanos atraem grande quantidade de agua aos
proteoglicanos, conferindo resisténcia contra as forcas de compresséo exercidas sobre a
superficie articular. Além disso, a hidratacdo das superficies articulares permite a
difusdo de nutrientes para a matriz cartilaginosa avascular (Shankland, 1998).

Assim, a fibrocartilagem da ATM ¢ adaptavel a alteracbes mecéanicas e de
posicdo apresentando uma especial capacidade de crescimento e remodelamento
multidirecional (Sakamoto, Takano, 2002). Ela desempenha um papel fundamental na
ATM, facilitando a articulagdo com o disco e reduzindo a pressdo causada sobre o
tecido 6sseo subcondral (Singh, Detamore, 2008). Basicamente, sdo trés os tipos de
forcas exercidas sobre a superficie da fibrocartilagem: tensdo, compressdo e
cisalhamento. Em situacdes funcionais normais, a cartilagem responde positivamente a
absorcéo e distribuicdo de tais forcas mecanicas. Dessa forma, a fala e a mastigacao
geram forcas dindmicas que provocam um efeito anabolico sobre os tecidos articulares.
Entretanto, forcas excessivas, geralmente cargas estaticas, como as geradas pelo
bruxismo, podem causar fadiga e consequente efeito catabdlico a fibrocartilagem (Van

Eijden, 2000).
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1.1.3. Disco Articular

O disco da ATM é formado por dois principais meios: uma matriz extracelular,
que contém principalmente uma rede organizada de fibras colagenas, e
glicosaminoglicanos (GAG’s); além de fluido intersticial, em que predomina a agua.
Diferentemente de outras articulacdes, 70 a 80% de seu peso seco sdo constituidos por
colageno tipo I, enquanto que 0,6 a 10% sdo compostos por GAG’s (Fazaeli et al.,
2016). Na regido intermediaria do disco, as fibras coladgenas sdo alinhadas no sentido
antero-posteriormente, enquanto que na regido posterior e anterior, as fibras estdo
alinhadas no sentido médio-lateralmente e circunferencialmente (Scapino et al., 2006).

O disco articular € capaz de absorver e distribuir as forcas mecanicas geradas
pela funcionalidade da ATM (Breul, 2007). Séo trés os tipos de forcas geradas sobre o
disco articular: tensdo, compressdo e cisalhamento. Naturalmente, durante 0 movimento
articular, ocorre combinacdo destas forcas (Tanaka e Van Eijden, 2003). As
propriedades mecanicas de compressdo tém sido atribuidas a presenca dos
glicosaminoglicanos (Tanaka et al., 2003), enquanto que as fibras colagenas do tecido
sdo responsaveis por resistir as forcas de tracdo (Detamore e Athanasiou, 2003).
Regionalmente, os GAG’s sdo encontrados em grande quantidade nas regides laterais da
zona intermediaria do disco da ATM (Almarza et al., 2006). Apesar de apresentar a
maior quantidade de GAG’s, a regido lateral do disco ndo apresenta o mais alto modulo
de compressao (Kalpakci et al., 2011). Os glicosaminoglicanos localizam-se entre 0s
feixes de fibras colagenas, sendo que 0 mais abundante no disco articular € o condroitin-
6-sulfato (CS6) (Axelsson, 1993), seguido pelo dermatan sulfato (Nakano e Scott,

1996). Os GAG’s apresentam a caracteristica de serem hidrofilicos, promovendo
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absorcéo de dgua e mantendo a pressdo hidrostatica ideal do fluido intersticial. Assim,
contribuem para manutencdo da viscoelasticidade do tecido discal (Nishimura et al.,
1998).

A sintese tecidual de GAG’s pode ser afetada por um estresse mecanico,
alterando-se a quantidade de condroitin-6-sulfato (CS6), &cido hialurdnico e dermatan
sulfato (Carvalho et al., 1995). Dessa forma, em resposta a uma sobrecarga articular, o
disco apresenta a capacidade de modificar continuamente sua composicdo de GAG’s e,
por conseguinte, suas propriedades biomecanicas (Nakano e Scott, 1996). Embora a
resposta tecidual dependa da magnitude e duracdo das forcas de compressao, além da
capacidade de adaptacdo do hospedeiro, o estresse mecanico € o principal fator causal
de alteracbes em componentes estruturais da articulagdo temporomandibular (Arnett et
al., 1996).

Estudos avaliando componentes teciduais e bioguimicos de discos da ATM de
humanos e de animais mostraram que altera¢cBes no conteldo de GAG’s sulfatados
estdo diretamente relacionadas a alteracGes estruturais degenerativas (Kopp, 1978;
Axelsson et al., 1992). Além disso, a quebra de cadeias de GAG’s por meio de
condroitinase  ABC evidenciaram uma reducdo significativa nas propriedades
compressivas na zona intermediaria de discos articulares da ATM de suinos, resultando
em queda na resposta viscoelastica de tais estruturas (Willard et al., 2012).

Apesar de a patogénese do deslocamento do disco ser incerta, discos deslocados
sdo morfologicamente mais curtos e espessos do que 0s normais, sofrendo um extenso
remodelamento de fibras colagenas e reducdo na quantificacdo de GAG’s tecidual

(Axelsson et al., 1992a; Mills et al., 1994). Assim, a funcdo mecénica do disco seja
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provavelmente dependente da organizacdo e distribuicdo de tais componentes (Blaustein

e Scapino, 1986).

1.2. OSTEOARTRITE

A osteoartrite (OA) é uma doenca degenerativa caracterizada por apresentar
variados niveis de inflamacdo, resultando em erosdo de cartilagem articular e
concomitante osteogénese subcondral reparativa/adaptativa (Fujisawa et al., 2003;
Vernal et al., 2008). Na ATM, é compreendida como sendo resultado primario ou
secundario ao trauma ou sobrecarga articular aguda ou crénica (Mercuri, 2008).

O deslocamento anterior do disco e a osteoartrite causam a liberacédo de citocinas
e fatores de crescimento no liquido sinovial articular, tais como, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina 1 beta (IL-1B), interleucina 6 (IL-6), interleucina 8
(IL-8) e prostaglandina E; (PGE;) (Kardel et al., 2003). A liberagdo de tais mediadores
ocorre primeiramente a partir da membrana sinovial inflamada, e posteriormente por
ativacdo de condrécitos, desempenhando um importante papel no processo de
patofisiologia da OA. (Pelletier e Abramson, 2001). As citocinas participam de varios
processos inflamatdrios, induzindo sintese e liberacdo de proteases, as quais podem
causar a deplecdo de proteoglicanos e de colageno, provocando a degradacdo da
cartilagem articular observada na OA (Kardel et al., 2003).

Em um estagio mais precoce da osteoartrite, a sintese de componentes da matriz
extracelular é excedida pela sintese e atividade de proteases liberadas pelos condrécitos,

resultando em degeneracgéo e perda da cartilagem articular. O conteudo de tais enzimas
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inclui fosfatase acida, proteases séricas, metaloproteinases, proteoglicanase e
colagenase. O colapso do colageno é predominantemente mediado pela colagenase. Ela
causa a clivagem das fibras colagenas. O colapso dos proteoglicanos é mediado pelas
metaloproteases, proteases séricas, enzimas lizossémicas e outras proteases. Os
fendmenos de degradacao e sintese sdo modulados por citocinas, em particular TNF-a e
IL-1, e por fatores de crescimento, como IGF-1 e BMPs, além dos inibidores das MMPs
(TIMPs). O nivel de proteoglicanos na cartilagem com osteoartrite € reduzido
proporcionalmente a severidade da doenca. As fibras coldgenas tornam-se
desprotegidas, resultando no desgaste da superficie articular, observada
histologicamente. A perda dos proteoglicanos resulta em reducédo da quantidade de agua
na cartilagem e em subsequente perda das caracteristicas biomecanicas, tais como a
resiliéncia e a elasticidade (Silva Junior, 2007; Dijkgraaf et al., 1995b). Como resposta
ao processo degenerativo, a sintese de componentes da matriz extracelular, incluindo
proteoglicanos, colageno e glicoproteinas estruturais, e a sintese de DNA sdo
aumentadas proporcionalmente a severidade da doenca. Entretanto, a composi¢do das
subunidades dos proteoglicanos sintetizados é anormal (Dijkgraaf et al., 1995b).

No estagio mais avancado da osteoartrite a reducdo dos componentes da matriz
extracelular, incluindo &gua, proteoglicanos e colageno é acentuada. Histologicamente
observa-se degeneracdo de condrocitos, fibrilacdo da cartilagem e, eventualmente, o
descobrimento do tecido 6sseo subcondral. O colageno é severamente desorganizado e
desintegrado. Bioguimicamente ocorre um aumento continuado da sintese de proteases.
A membrana sinovial pode aparecer hipervascularizada e hipertrofica. Esta fase,
clinicamente, é caracterizada pela dor e dificuldade de movimento da articulacéo.

Ruidos podem estar presentes, em caso de deslocamento ou perfuracdo do disco
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(Dijkgraaf et al., 1995b). As alteracdes condilares incluem achatamento 0sseo,
esclerose, erosdo da cortical e formacao de osteofitos marginais (Cho et al., 2009). A
exposicao Ossea leva ao seu achatamento e também a esclerose. O fluido sinovial pode
entrar no espaco medular através de microperfuragdes. Tal processo resulta em
cavitacdo e erosdo, com alteracdo na morfologia condilar. A tentativa de reparacdo pode

levar a formacéo de osteofitos (Ishimaru e Goss, 1992).

1.3.  SULFATOS DE CONDROITINA E DE GLICOSAMINA

A perda da funcdo € a consequéncia de alteracbes anatdbmicas
nos tecidos das articulacdes com OA (Verbruggen, 2006). As modalidades terapéuticas
para controle e manejo da OA sdo variadas e estdo relacionadas ao estagio da doenca,
envolvendo a educacdo do paciente, restricio dos movimentos, exercicios fisicos e
farmacos, tais como analgésicos, anti-inflamatérios ndo-esterdides (AINES), e
inibidores seletivos da cicloxigenase-2 (COX-2) (Machado et al., 2012; Camino et al.,
2013). Eventualmente, as técnicas cirurgicas com interposicdo (Sawhney, 1986;
Puricelli, 1997; Erdem e Alkan, 2001) ou sem interposicdo (Tasanen e Lamberg, 1974)
podem ser indicadas.

Frente as limitagGes funcionais e a sintomatologia dolorosa gerada pelo processo
inflamatdrio na OA, os sulfatos de condroitina e de glicosamina (SCG) surgem como
opcao terapéutica, indicados principalmente para OA de joelho (Mantovani et al.,
2016). Os SCG séo considerados drogas modificadoras de sintomas (SYSADOA), com

efeitos positivos em pacientes que os utilizam em longo prazo (Lequesne et al., 1994).
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Entretanto, tais componentes vém sendo testados também como substancias
modificadoras de estrutura (DMOADS), 0s quais poderiam ser capazes de prevenir,
retardar, ou reverter alteracbes morfologicas das estruturas articulares provocadas pela
OA (Brandt, 1995). Assim, os estudos tém avaliado sua acdo sobre a cartilagem, o
tecido 0sseo subcondral e sobre os mecanismos inflamatorios da doenca (Davies et al.,
2013).

Recomendacdes tanto do ACR (“American College of Rheumatology”) como da
EULAR (“European Ligue Against Rheumatism”) ndo reconhecem nenhuma
DMOADs. Segundo a recomendacdo da EULAR, porém, o sulfato de glicosamina é
tido como a droga para a qual existe o maior nivel de evidéncia e forca de
recomendacdo para seu uso. Contudo, ndo existe consenso, e 0 beneficio tanto de
glicosamina como sulfato de condroitina é controverso na literatura (Silva Junior,
2007).

O sulfato de condroitina tem efeito modulatério direto ou indireto sobre o
processo de inflamacdo das articulagcGes. Também, sugere-se que 0 mesmo seja capaz de
promover 0 aumento da expressdo de TGF-B1, favorecendo a sintese de acido
hialurénico de alto peso molecular e de colageno tipo Il (Du Souich, 2014). Ja algumas
evidéncias indicam que o sulfato de glicosamina inibe a interleucina 1 (IL-1), as
cascatas de sinalizacdo intracelular e a expressdo génica (Fenton et al., 2002). Além
disso, estudos in vitro avaliando a ac@o do sulfato de glicosamina sobre a cartilagem e
condracitos, indicam que a glicosamina inibe a destruicdo do tecido cartilaginoso,
estimulando os condrdcitos e fibroblastos na sintese do sulfato de condroitina,

proteoglicanos e colageno (Bassleer et al., 1998).
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Apesar de varios ensaios clinicos apresentarem resultados positivos desta
terapéutica, seja em associacao ou de forma individual, (Hochberg et al., 2015; Herrero-
Beaumont et al., 2007; Uebelhart et al., 1998; Reginster et al., 2001; Morreale et al.,
1996), outros estudos mostram resultados pouco efetivos (Wandel et al., 2010; Clegg et
al., 2006). Também, o efeito anti-inflamatorio dos sulfatos de condroitina e de
glicosamina ocorre quando sdo administrados somente em altas doses, observando-se
em estudos in vitro e em modelos experimentais (Roman-Blas et al., 2017). Além disso,
os resultados apresentados em testes sobre a eficacia desta associacdo, ou em uso
isolado, como substancia modificadora de estrutura ainda sao controversos (Mantovani
et al., 2016), sendo geralmente obtidos a partir de estudos experimentais em membros
inferiores de animais (Roman-Blas et al., 2017; Terencio et al., 2016; Kamarul et al.,
2011; Largo et al., 2010; Herrero-Beaumont et al., 2008; Torelli et al., 2005).

Alguns ensaios clinicos avaliaram o uso de sulfato de glicosamina (Thie et al.,
2001) ou a associacdo dos sulfatos de condroitina e de glicosamina (Shankland, 1998;
Nguyen et al., 2001; Damlar et al., 2015) no tratamento da sintomatologia causada pela
disfuncdo da articulacdo temporomandibular, obtendo diferentes resultados quanto a
eficacia. Porém, ainda ndo ha estudos que mostrem seus efeitos como terapéutica
modificadora de estrutura sobre a osteoartrite da articulagdo temporomandibular. O
disco articular é uma das estruturas anatdbmicas fundamentalmente afetadas pela
disfungéo da articulacdo temporomandibular. As alteracfes de forma e de composigédo
bioquimica, como de colageno e de proteoglicanos, sdo observadas quando o disco é
submetido a inflamag@o cronica, provocando a deterioracdo de suas propriedades
biomecanicas (Wang et al., 2012). Os moddulos de tensdo e de compressdo Sao

significativamente reduzidos nestas condigdes, indicando um incipiente processo
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degenerativo articular, que posteriormente evolui para a cartilagem (Silver et al.,2002).
A alteracdo do conteudo de colageno e de proteoglicanos € mediado por acdo de
citocinas inflamatdrias, entre elas TNF-o e IL-1. Processo este que poderia ser
modificado pela acdo dos sulfatos de condroitina e de glicosamina.

Considerando-se a escassez de producOes cientificas relacionando o uso dos
sulfatos de condroitina e de glicosamina como agentes modificadores de progressao da
osteoartrite na articulacdo temporomandibular, torna-se essencial a realizacdo de
estudos com modelos animais que envolvam a utilizacdo dessa terapéutica, avaliando-se

a resposta a niveis celular e molecular.

26



2. OBJETIVOS

2.1. GERAL

Avaliar o efeito do uso dos sulfatos de condroitina e de glicosamina sobre a

progressdo da osteoartrite quimicamente induzida nas estruturas anatémicas da

articulacdo temporomandibular de coelhos.

2.2. ESPECIFICOS

a) Avaliar histologicamente as estruturas anatbmicas da articulacdo

temporomandibular de coelhos.

b) Quantificar os glicosaminoglicanos do disco articular e da camada de

cartilagem do condilo mandibular da articulagdo temporomandibular.

c) Comparar os niveis da variavel peso corpéreo dos coelhos, entre o0s

diferentes tempos para cada grupo.
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RESUMO

A osteoartrite € a mais severa das desordens da articulagdo temporomandibular,
podendo causar sintomatologia, tais como dor e limitacdo funcional. As caracteristicas
patoldgicas da osteoartrite da articulacdo temporomandibular incluem principalmente a
degeneracdo da cartilagem condilar e a esclerose 0ssea subcondral. Os sulfatos de
condroitina e de glicosamina sdo substancias que tém sido utilizadas amplamente no
tratamento da osteoartrite. O objetivo do presente estudo foi investigar a acdo dos
sulfatos de condroitina e de glicosamina sobre a progressdo da osteoartrite da
articulacdo temporomandibular em coelhos Nova Zelandia. Os animais foram divididos
em trés grupos, controle (injecdo de soro fisiologico na articulacdo), osteoartrite
(inducdo de osteoartrite articular) e grupo tratamento (inducdo de osteoartrite e
tratamento com sulfatos de condroitina e de glicosamina). A osteoartrite foi induzida
por injecdo intra-articular de monoiodoacetato de sédio. Os animais foram mortos nos
tempos de 30 e 90 dias ap6s o inicio do tratamento. O tratamento promoveu a reversao
do processo degenerativo articular em longo prazo, bem como alterou a concentragdo de
glicosaminoglicanos presentes no disco articular dos animais. O peso corp6reo dos
animais ndo foi influenciado pelos tratamentos utilizados. Os resultados do presente
estudo permitem afirmar que os sulfatos de condroitina e de glicosamina podem ter
efeito como drogas modificadoras de estrutura dos tecidos alterados pela osteoartrite da

articulacdo temporomandibular em modelo animal.

Palavras-chave: Osteoartrite, Cartilagem, Articulacdo Temporomandibular, Sulfatos

De Condroitina, Glicosamina, Glicosaminoglicanos, Coelhos
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INTRODUCAO

A osteoartrite (OA) é uma desordem severa da ATM, que pode causar dor e
limitacdo funcional, os quais comprometem a qualidade de vida do individuo. As
caracteristicas patoldgicas da osteoartrite da articulagdo temporomandibular (OA-ATM)
incluem principalmente a degeneracdo da cartilagem condilar e a esclerose dssea
subcondral®. A cartilagem hialina apresenta uma limitada capacidade de reparo, frente
as alteragdes degenerativas provocadas pela OAZ? Entretanto, a fibrocartilagem da ATM
apresenta uma capacidade multidirecional de crescimento e remodelamento, sendo
adaptavel a alteracbes mecanicas e de posicao, por meio da condrogénese e posterior
ossificacdo®. Além disso, a ATM pode recuperar sua funcdo normal mesmo apds a
superficie condilar fibrocartilaginosa apresentar degeneracao®.

O tratamento ideal para a OA envolveria a redugdo dos sintomas e também a
alteracdo da histéria natural da doenca, os niveis inflamatérios e os efeitos
degenerativos sobre a cartilagem e os tecidos articulares®. As substancias que protegem
a cartilagem durante a evolucdo da OA s&o denominadas de agentes condroprotetores.
Quando tais agentes alteram o curso da doenca (por exemplo, modificando as cascatas
bioguimicas que contribuem para a OA), eles sdo chamados de “Disease-modifying
osteoarthritis drugs” (DMOADs). Tais agentes visam proteger a cartilagem articular
juntamente com o0 o0sso subcondral e a membrana sinovial, que s&o as principais
estruturas articulares®.

Os sulfatos de condroitina e de glicosamina (SCG) sdo substancias que tém sido
utilizadas amplamente no tratamento da OA, sendo consideradas mais como

suplementos alimentares a medicamentos, uma vez que causam poucos efeitos
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adversos®. S3o duas categorias principais de agentes potencialmente condroprotetores
ou DMOADs. Embora muitos estudos tenham sido publicados mostrando um efeito
significativo no tratamento, ainda ha controveérsias sobre sua eficacia em comparagédo

com placebo ou outros tratamentos e sua relagdo custo-beneficio’®®.

Os efeitos
positivos de uso do SCG como DMOADs em humanos, geralmente sdo observados em
estudos clinicos em longo prazo, sendo testados isoladamente ou em associac6es, sendo
avaliados por meio de exames de imagem®***?*3  Estudos experimentais em animais
testando o SCG como DMOADs mostram resultados controversos e geralmente
envolvem avaliagdo de membros inferiores'4*>1617-18-19,

Os sulfatos de condroitina e de glicosamina (SCG) sdo glicosaminoglicanos
encontrados na matriz extracelular da cartilagem articular. Sugere-se que a
administracdo de SCG é capaz de atuar contra a OA a partir de trés mecanismos
principais: estimulacdo da producdo de componentes moleculares da matriz extracelular
da cartilagem pelos condrécitos, inibicdo da degeneracdo da cartilagem por meio da
modulacdo de enzimas catabdlicas e supressdo de mediadores inflamatorios?®%+%
Entretanto, a fibrocartilagem da ATM possui aspectos que a diferencia em estrutura e
funcdo em relacdo & cartilagem hialina?®, sugerindo que os mecanismos de agdo e
efeitos modulatérios do SCG sobre a OA poderiam ndo ser os mesmos. A principal
caracteristica € que o cdndilo mandibular é recoberto por uma fina camada de tecido
conjuntivo fibroso, que apresenta células mesenquimais®, as quais se diferenciam em
cartilagem secundariamente®. Alguns estudos sugerem que os SCG ou sulfato de
condroitina associado ao acido hialurénico possam estimular a diferenciacdo de células
progenitoras, proporcionando processos de reparo tecidual de forma mais rapida e eficaz

em defeitos articulares®>2°,
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Em relacdo ao tratamento da sintomatologia causada pela disfuncdo de ATM,
alguns ensaios clinicos avaliaram o uso do SCG, obtendo diferentes resultados quanto a
eficacia®’2#%*%_ porém, ainda ndo hé estudos que mostrem seus efeitos como DMOAD
sobre a OA-ATM. Assim, o presente estudo investigou, em longo prazo, a agdo do SCG
sobre a progressdo da OA-ATM em coelhos submetidos a inducdo da doenca por meio
da injecdo de monoiodoacetato de sddio intra-articular. Foram avaliados aspectos
histologicos da cartilagem da ATM, bem como realizada quantificacdo de
glicosaminoglicanos (GAG’s) da cartilagem e do disco articular dos animais, em 30 e
90 dias de tratamento. A hipdtese é que a inducdo da doenca possa reduzir a quantidade
total de GAG’s no disco e na cartilagem articular, devido ao colapso da matriz
extracelular. Além disso, espera-se que os SCG provoquem a recuperagdo dos GAG’s
perdidos, bem como tenham efeitos anabodlicos sobre a cartilagem, revertendo a

degeneracdo causada pela OA.

MATERIAIS E METODOS

Desenho Experimental

Foram utilizados um total de 36 coelhos da ragca Nova Zelandia (Oryctolagus
cuniculus L.), machos, adultos, com quatro meses de idade, pesando entre 3 e 4 quilos.
Os animais foram mantidos sob alimentacdo ad libitum a base de &gua, racdo para
coelhos e de folhas verdes, em gaiolas individuais, com ambiente sob ciclo de luz claro/

escuro de 12h, temperatura (21°C£1) e umidade relativa do ar entre 40-60%. Este

32



estudo esta em acordo com a Lei 11794/2008, que estabelece os procedimentos para uso
cientifico de animais, conforme legislacdo vigente no Brasil. Também, foi submetido a
avaliac3o e aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais em pesquisa (CEUA)
do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), com o nimero 160238.

Os coelhos foram randomizados de forma aleatoria entre os grupos controle
(GC, n=12), que recebeu a injecdo de soro fisiolégico na ATM, grupos osteoartrite (GO,
n=12) e tratamento (GT, n=12), que receberam a injecdo de solucdo de
monoiodoacetato de sodio na ATM, bilateralmente. Os animais do GT iniciaram
tratamento com injecdo, via subcutdnea, de sulfatos de condroitina e de glicosamina
(SCG) dez dias apods a inducdo da OA. Os animais dos grupos GC e GO receberam soro
fisiolégico pela mesma via. Cada grupo foi subdividido aleatoriamente e catalogado em
outros trés subgrupos, conforme o tratamento e tempo de morte dos coelhos, em 40 e
100 dias ap0ds a inducdo da OA (figura 01). Os tempos de morte dos animais foram

definidos a partir dos estudos de Uebelhart et al.™® e Artuzi, et al.".

Inducdo da OA

Os animais foram anestesiados com uma associacdo de Cetamina (20mg/kg),
Meperidina (3mg/kg) e Midazolam (1mg/kg), via intramuscular. Apds a tricotomia, foi
localizado o processo zigomatico por palpacdo digital e demarcada na pele a extensao
deste processo até o conduto auditivo externo com azul de metileno. Em seguida, a
cinco milimetros para distal e superior ao limite posterior do processo zigomatico,

marcou-se o ponto de introducdo da agulha para infiltragdo das solugdes. Por fim, uma
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solucéo de 50 pl de soro fisiologico e 0,5mg de MIA (10mg/ml) foi lentamente injetada
na articulacdo temporomandibular, bilateralmente, dos coelhos dos grupos GO e GT. O
grupo GC recebeu a mesma quantidade de 50 pl de soro fisiolégico na ATM. Conforme
estudo previamente realizado®, em que foi descrito esse modelo de inducéo da OA, os
animais ndo apresentaram alteracfes clinicas indicando sofrimento, dor ou perda de

peso. Dessa forma, ndo foi utilizada medicacdo analgésica nesta etapa.

Tratamento

Os animais do GT receberam, via subcutanea, uma injecdo de 0,1 ml/kg de
Condroton® a cada trés dias, a qual corresponde a aproximadamente 7,5 mg/kg de
sulfato de condroitina e 7,5 mg/kg de sulfato de glicosamina. A administracdo desta
medicacdo foi iniciada dez dias ap6s a inducdo da OA. As doses foram calculadas de
acordo com a posologia recomendada na bula do medicamento® e conforme dose
utilizada em estudo previamente realizado®. Devido & provavel variacio de peso dos
animais e a necessidade de ajuste da dose do medicamento, foi realizado um controle de
peso semanal dos mesmos, bem como nos tempos de 0, 10, 40 e 100 dias, que
corresponderam, respectivamente, aos tempos de inducdo da OA, inicio do tratamento e
de morte dos animais. Os animais dos grupos GC e GO receberam, por via subcutanea,
apenas um volume de solucdo fisiologica, de acordo com o peso corporeo.
Posteriormente, conforme os tempos pré-determinados, os animais foram anestesiados
com uma associacdo de Cetamina (20mg/kg), Meperidina (3mg/kg) e Midazolam

(Img/kg), num volume final aproximado de 2ml, via intramuscular, e mortos por
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sobredose anestésica de Propofol (5mg/kg), seguida da injecdo de Cloreto de Potassio

(Iml/kg), por via intravenosa.

Analise Histologica

As articulagbes temporomandibulares, lado direito, foram removidas ap0s
hemissec¢do do cranio dos coelhos, fixacdo em formalina tamponada a 10% e
descalcificadas em acido nitrico a 5%. Posteriormente, foram seccionadas no plano
sagital, dividindo-as em dois fragmentos, um medial e outro lateral. As laminas foram
preparadas com coloracdo histoquimica de Safranina-O/Fast-green e hematoxilina e
eosina. Para a avaliacdo do grau de lesdo articular foi realizada uma anélise histoldgica
qualitativa das laminas por meio de aplicacdo de uma escala proposta por Pritzker et
al.3*. Esse escore representa uma avaliacdo de severidade da osteoartrite dividida em
graus, de 0 (sem a doenca) até 6 (grau maximo de osteoartrite). Foram realizadas leitura
e analise cega das laminas por uma professora de patologia experiente, considerando-se

a referida escala (Anexo C).

Preparo das Amostras

As articulagdes temporomandibulares, lado esquerdo, foram disseccionadas até a
exposicdo de suas estruturas anatdbmicas. Na sequéncia, os discos e a fibrocartilagem

dos condilos mandibulares foram totalmente removidos com auxilio de material
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cirargico apropriado. Prosseguiu-se com a pesagem (mg) das pecas (discos: 46,3 +
22,54; cartilagens: 11,14 = 11,39) em balanca de precisdo. Apos, os discos e as
cartilagens foram seccionados ao meio, em sentido coronal, em porcdes anteriores e
posteriores. Assim, foram selecionados 10 mg de disco articular e 5 mg de
fibrocartilagem de cada uma das por¢des anteriores. Eventualmente, as fibrocartilagens
apresentaram um peso total da peca de 5 mg, sendo utilizada toda a amostra na
quantificacdo dos GAG’s. Em seguida, as pecas foram armazenadas e congeladas a uma

temperatura de - 80°C.

Quantificagdao dos GAG’s

Para quantificacdo dos GAG’s, utilizou-se 0 método proposto por de Jong,
Wevers e Liebrand-van Sambeek®? modificado, baseado na reacdo dos GAG’s com azul
de dimetilmetileno. Os fragmentos dos discos e cartilagens selecionados foram
novamente pesados em balanca de precisao (discos: 9,5 + 2,18; cartilagens: 5,78 +
10,19). A seguir, as pecas foram fragmentadas com auxilio de bisturi, maceradas e
incubadas em banho seco a uma temperatura de 60°C por 24h, em solu¢do contendo
150ul de tampao fosfato 50mM pH 6,5 com 0,24 g/l de L-cysteina, 0.4% de EDTA
0,5M e papaina 0,0607 mg/ml (15ul de papaina para os discos e 9ul para as cartilagens).
Os GAG’s foram separados ap6s acréscimo de 300ul de cloroférmio e centrifugagdo a
10,000 G (9,000 rpm) por 15 minutos a temperatura de 4°C e seguido por separac¢do do
sobrenadante. Em seguida, os GAG’s foram quantificados pela técnica de azul de

dimetilmetileno (DMB), na qual 5ul da amostra de sobrenadante foram misturados a
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uma solucdo de DMB (DMB 0.3 mol/L com hidroximetil aminometano - tris 2 mol/L) e
realizada leitura em comprimento de onda de 530 nm (Spectramax M3 — multi-mode
microplate reader, Molecular Devices, China). Os resultados foram expressos em pg de

GAGs/mg de peso Umido dos tecidos.

Analise do Peso Corpéreo dos Animais

Durante o estudo foi realizado, semanalmente, o controle de peso corp6reo dos
animais, para fins de posologia do SCG e de comparagdo entre os niveis desta variavel
entre os diferentes tempos (0, 10, 40 e 100 dias), para cada grupo. Tais tempos
correspondem, respectivamente, ao da inducdo da OA, ao de inicio dos tratamentos € a

cada um dos tempos de morte dos animais.

Analise Estatistica

As medianas obtidas a partir da aplicacdo do escore na analise histoldgica dos
grupos controle, osteoartrite e tratamento foram comparados pelo teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis, seguida pelo teste post hoc de Dunn. Nas comparagdes gerais das
medianas entre os grupos (GC vs. GO, GO vs. GT, GC vs. GT), desconsiderando-se o
tempo, foi utilizado o teste de Mann-Whitney. A analise da comparacdo dos GAGs entre
0s grupos (GC vs. GO, GC vs. GT) foi realizada através do t-test para medidas

independentes. Para analise do peso corpdreo dos animais utilizou-se Anova de medidas
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repetidas mista, seguida pelo teste post-hoc LSD (Least Significance Difference) de
Fisher, com uma variavel dependente. O pacote estatistico SPSS, versdo 21.0 (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA), foi utilizado para a avaliagdo dos dados. O nivel de

significancia foi estabelecido em 5% (p<0.05).

RESULTADOS

Severidade da OA

Foi realizado teste de normalidade dos dados, sendo que ndo houve distribuicéo
normal (p<0.05). Os resultados referentes a severidade da degeneracdo articular por
meio do grau de OA estdo expressos na figura 02. Na comparacao entre os diferentes
grupos houve diferenca significativa no grau de OA (x°=12.239, p=0.032).

Na comparacgdo entre os grupos (GC vs. GO), houve diferenca estatisticamente
significativa nos dois tempos avaliados: (GC4<GQg4, z=-1.973, p=0.049) e
(GC100<GO1qp, z=-2.338, p=0.019), o que indica estabilidade na manutencdo da doenca
e confiabilidade do modelo de inducdo de OA. Na avaliacdo entre os grupos (GC vs.
GT) houve forte tendéncia em ter diferenca significativa na comparagdo (GC4o=GT 4o,
z=-1.964, p=0.050). Nao houve diferenca significativa na comparacdo (GCi0o=GT 1o,
z=-0.383, p=0.702). Este resultado pode indicar a efetividade do tratamento com o0s
sulfatos de condroitina e de glicosamina em longo prazo. Na comparacdo entre oS
grupos (GO vs. GT) os animais do GOy apresentaram grau de OA sem diferenga com o

GT4o (z=-0.331, p=0.741), mostrando que o tratamento ndo foi eficaz apds 30 dias de
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administracdo. Quando realizada comparacdo GOz Vs. GT1gp Observou-se que 0 GTigo
apresentou um grau de OA significativamente menor em relagdo ao GO1qp (z=-2.035,
p=0.042), evidenciando que a terapéutica com SCG foi eficaz em reverter as alteractes
teciduais provocadas pela OA. Entretanto, houve um efeito similar do tratamento ao
longo do tempo (GT4=GTip, z=-1.551, p=0.121). A OA se manteve constante na
comparagdo entre 0s grupos GOgo € GO100, (z=-0.494, p=0.621). O GC néo apresentou
alteracdes degenerativas significativas nos tecidos articulares, mantendo o mesmo

padrdo tecidual ao longo do tempo (GC4o=GCq0, z=-0.638, p=0.523).

Avaliacdo Histologica

Os animais do GC apresentaram condilos mandibulares com aspecto
morfolégico normal, apresentando convexidade na regido anterior (figura 03A). As
superficies articulares mantiveram histologia caracteristica, nos dois tempos avaliados.
A fibrocartilagem mostrou regularidade, apresentando coloragédo intensa por safranina-
O no tecido conjuntivo fibroso e na camada de cartilagem hialina subjacente,
evidenciando matriz extracelular cartilaginosa sem alteragbes em sua composi¢do
molecular de proteoglicanos (figuras 04A e B). A espessura da cartilagem com a
subdivisdo das camadas celulares e o processo de ossificagdo ndo foram alterados
(figura 04C).

A avaliacdo da ATM dos animais do GO evidenciou a presenca de alteragdes
degenerativas importantes na fibrocartilagem. Em relagdo a morfologia, observou-se

modificacdo anatdmica dos céndilos, como efeito do processo de remodelamento do
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tecido dsseo subcondral (figuras 03B e D). A camada de cartilagem mostrou auséncia de
definicdo de estrutura (figura 04D), reducdo de espessura (figura 04G), ou perda total
em certas areas (figura 04E) com tentativas de reparo em outras. Além disso, a
superficie da cartilagem apresentou deformacdes, fendas em profundidade e areas de
ossificacdo heterotopica (figura 04F). No aspecto celular, observou-se principalmente
degeneracdo (figuras 04H e ) e tentativas de proliferacdo, com formacdo de
agrupamentos celulares (figura 04H). A matriz extracelular apresentou reducdo na
coloracdo por safranina-O, evidenciando a perda de proteoglicanos. Também, observou-
se a formacdo de areas de edema na regido intercelular. Além disso, 0 tecido 0sseo
subcondral mostrou intenso remodelamento, observando-se a presenca de osteoblastos e
lacunas de Howship contendo osteoclastos em atividade. Entre as trabéculas 0sseas,
houve a formacédo de tecido conjuntivo fibroso. Nas articulacbes com maior severidade
de OA, cistos articulares intra-0sseos evidenciaram um avancado estado de degeneracédo
(figura 03B).

Os animais do GT4o apresentaram alteracfes degenerativas muito semelhantes ao
GOy, com severo grau de OA. Assim, a doenca permaneceu de certa forma estavel,
evidenciando a auséncia de efeitos favoraveis do SCG em curto prazo. Entretanto,
houve forte tendéncia em nédo haver diferenca significativa na comparacao entre GCyo €
GTyo, indicando uma tendéncia para recuperacao dos tecidos articulares. Nos animais do
GT4o observou-se deformagao dos condilos mandibulares, descontinuidade da superficie
da cartilagem pela presenca de fendas invadindo as camadas intermediarias e profundas
(Figura 3C). Também, alteracbes como fibrilagdo e erosdo estavam presentes. Em
alguns sitios houve areas de formacgdo de tecido cartilaginoso como tentativas de

reparos, proximos a regides com degeneracdo celular (figura 04J). Também, foram
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observadas perdas de definicdo da camada de cartilagem (figura 04K) e formacdes
Osseas heterotdpicas (figura 04L) No tecido 0sseo subjacente, observou-se tecido
conjuntivo fibroso entre as trabéculas 0sseas. A presenca de perda de proteoglicanos da
cartilagem também pode ser encontrada. No grupo GTio, @ maioria das articulagfes ndo
apresentou alteracdes histologicas compativeis com OA, os condilos apresentaram-se
com morfologia normal e a cartilagem sem alteracbes em sua espessura (figura 03E).
Em outras, houve degeneracdo compativel com OA de baixo grau, evidenciando-se a
recuperacdo dos tecidos articulares pos-tratamento com SCG. Esse resultado permite
inferir que os SCG tém algum efeito como droga modificadora de estrutura (DMOAD)
na cartilagem com OA, em longo prazo. Diferentemente do GO1qp, €m que 0S animais
mantiveram severa degeneracdo articular. Em certas regides dos condilos do GTig
houve discreta reducdo da espessura da cartilagem hialina e foram observados pontos de
fibrilacdo. Eventualmente, os condrdcitos apresentaram-se agrupados, formando
agrupamentos celulares proximos a areas de reducdo do nimero de células. Houve
coloragdo normal na cartilagem articular por safranina-O, sugerindo-se a recuperagdo
dos proteoglicanos da matriz extracelular (figura 04M). Em geral, a camada de
cartilagem apresentou aspecto histoldgico sem alteracdes degenerativas (figuras 04N e

0), bem como o tecido ésseo subcondral.

Quantificacao de GAG’s

Considerando-se os tempos, ndo foram observadas alteracGes significativas na

quantidade de GAG’s no disco e na cartilagem articular entre os grupos estudados.
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Assim, pode-se considerar que, com a amostra avaliada, tanto a inducdo da OA quanto o
tratamento com SCG nao provocaram alteracao na quantidade de GAG’s em 40 e em
100 dias. Na comparacao entre GC (3,02+0,82) vs. GO (4,04+1,37), desconsiderando-se
os tempos, houve aumento significativo na quantificagdo dos GAG’s dos discos
articulares ap6s a inducdo da OA (t=2,207; p=0,041), (tabela 01). Em relacdo a
comparacdo GC (3,02+0,82) vs. GT (3,64+1,54) ndo houve diferenca estatistica,
sugerindo-se que no grupo de animais tratados, houve normalizacdo da quantidade de
GAG’s nos discos articulares (t=1,217; p=0,241), (tabela 02). Em igual analise na
cartilagem articular, na comparagdo entre GC (7,57+4,25) vs. GO (8,78+3,73) ndo
houve diferenca significativa (t=0,739; p=0,468), bem como na comparacdo entre GC

(7,57+4,25) vs. GT (8,83+2,61), (t=0,875; p=0,391).

Analise do Peso Corpdreo dos Animais

Os resultados referentes a analise do peso corpdreo mostraram que houve um
comportamento similar entre todos os animais independentemente do grupo tanto aos 40
dias (interacdo grupo x tempo: F=1.455; p=0.141) quanto aos 100 dias (interacdo grupo
X tempo: F=1.758; p=0.122). Tanto no G4 (p<0,001) quanto do Gip (p<0,001) os
coelhos tiveram um ganho significativo de peso ao longo do tempo, com inicio da
verificacdo antes da inducdo da OA (figura 05 e 06). Além disso, houve diferenca
significativa entre os grupos de forma geral, em todas as aferigdes, tanto no Gy (efeito

de grupo: F=2.871; p=0,031), quanto no G (efeito de grupo: F=4.380; p=0,032).
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DISCUSSAO

Os dados mostram que houve um efeito benéfico do SCG sobre os tecidos da
ATM em longo prazo, com administracdo subcutanea nos coelhos. Os animais néo
tiveram efeitos colaterais, tolerando muito bem a medicacdo, 0 manejo e a via de
administracdo utilizada. A via oral de administracdo do SCG é amplamente utilizada por
pacientes e geralmente testada em muitos estudos experimentais em animais'**®%,
Entretanto, envolve o preparo de alimentos especificos para coelhos, contendo o
principio ativo, ou a administracdo por gavagem. As desvantagens sdo o custo elevado
para preparo das dietas e eventuais iatrogenias, como possiveis perfuracdes e criacdo de
falsas-vias durante a gavagem em longo prazo. Além disso, 0 manejo dos coelhos para
realizacdo da técnica poderia tornar-se dificil ao longo do tempo, impedindo a
administracdo. Dessa forma, se optou pela via subcutanea, mais pratica e segura para 0s
animais, obtendo-se éxito na execucdo, até o fim do experimento.

Os resultados do presente estudo sugerem que 0 uso dos SCG pode ser uma
opcao de tratamento para a OA da ATM, possibilitando uma acdo protetora sobre a
cartilagem articular. Até entdo, alguns estudos haviam mostrado efeitos positivos na
melhora da sintomatologia®’=°. Entretanto, este é o primeiro trabalho que mostra 0s
efeitos benéficos dos SCG sobre a progressdo da OA na ATM em modelo animal. A
forma de inducdo da doenga em tal estrutura, utilizando o MIA, esta bem descrito na

3137 e resulta em degeneracéo semelhante & observada em humanos®. O MIA

literatura
tem efeito citotoxico sobre os condrocitos, provocando apoptose celular de forma dose-
dependente®®. Além disso, aumenta o estresse oxidativo da célula, a perda de

proteoglicanos da matriz extracelular e a expressao de citocinas pro-inflamatorias tais
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como IL-6, IL-17A, TNF-a e metaloproteinases (MMP-1, MMP-3 ¢ MMP-13),
causando o colapso da cartilagem®. Tal processo degenerativo foi observado nos grupos
GOy0 € GO100, em que houve diferenca significativa em relagdo ao GC, evidenciando a
efetividade do MIA como substancia indutora de OA e a estabilidade do modelo em
longo prazo.

Em contrapartida ao processo degenerativo provocado pelo MIA, os SCG
apresentam um efeito anabdlico sobre a cartilagem, estimulando a producéo de matriz
extracelular, provocando a supressdo de mediadores inflamatérios e inibindo a
degeneracdo tecidual®’. Porém, em 30 dias de tratamento ndo houve melhora no grau de
OA no GT4 quando comparado ao GOg. Apds a injecdo do MIA, a concentracdo
méaxima de metaloproteinases da matriz (MMP) e aggrecanases, que causam a clivagem
dos proteoglicanos, ocorre entre o terceiro e o sétimo dias*’. O processo inflamatdrio e
os efeitos histoldgicos ja sdo encontrados, respectivamente, no primeiro e sétimo dias
em joelhos de ratos, apds a injecdo do MIA*. Na ATM, foi observada reducdo da
espessura da cartilagem e presenca de invasdo no tecido 6sseo subcondral a partir do
décimo dia®. Esse foi o mesmo periodo esperado para o inicio da administracdo do
SCG, ap6s a injecdo do MIA, no presente estudo. A acdo dos SCG como droga
modificadora de sintoma (SYSADOA) inicia em longo prazo, em torno de duas a trés
semanas ap6s o inicio do uso®. Entretanto, no presente estudo houve uma tendéncia de
0s animais apresentarem melhora na severidade da doenca apos 30 dias de tratamento
(GOg4oVs. GTy).

Embora os mecanismos fisiopatologicos pelos quais os SCG agem sobre a OA
ndo terem ainda sido totalmente esclarecidos™, a terapéutica testada mostrou resultados

positivos sobre os tecidos da ATM danificados pela OA no GTig. Os animais que
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receberam o tratamento apresentaram degeneracdo significativamente reduzida (GO1q
vs. GTig). Dessa forma, pode-se sugerir que tenha ocorrido uma atua¢do dos SCG
como DMOADs. Porém, observou-se um efeito similar do tratamento ao longo do
tempo (GT4o VS. GTag). No estudo de Taskesen et al.*, os autores observaram um
processo de reparo do tenddo extensor digital longo de coelhos submetidos a lesdo
cirdrgica e tratamento com SCG. Houve significativa formacdo de cartilagem, bem
como reducdo na quantidade de vasos sanguineos, ap0s seis semanas de tratamento.
Porém, tais diferencas ndo foram observadas na comparacdo com o grupo controle ap6s
12 semanas de uso dos SCG. Ainda que o grupo tratado também apresentasse melhora
tecidual, semelhante ao observado no presente trabalho ap6s 90 dias de tratamento. Ja

no estudo de Roman-Blas et al.**

, 0s autores induziram OA em joelho de coelhos por
meio de transeccdo do ligamento cruzado e meniscectomia parcial medial e testaram o
uso da associacdo SCG por 14 semanas, via oral. Os parametros histoldgicos nédo
mostraram reduc¢é@o na severidade da doenca na cartilagem hialina que pudesse indicar
efeitos terapéuticos do SCG como DMOADs. Além disso, o uso em longo prazo dos
SCG ndo reduziu os altos niveis de citocinas inflamatorias IL-1B e COX2 presentes na
membrana sinovial dos animais com OA.

Entretanto, ha que se considerar a via oral de administragdo dos SCG nesses
estudos. Diferentemente do presente, em que se utilizou a via subcutdnea para
administracdo do farmaco. Além disso, a cartilagem hialina é desprovida de tecido
conjuntivo fibroso. Na ATM, a fibrocartilagem pode apresentar um comportamento

semelhante ao pericondrio, tornando-se uma fonte de células mesenquimais precursoras

de novos condrécitos®. Assim, sugere-se que o efeito dos SCG associados as
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caracteristicas da fibrocartilagem tenha favorecido a reversao do processo degenerativo
da ATM dos animais no presente estudo.

As caracteristicas da OA geralmente estdo associadas a efeitos degenerativos em
relacdo aos componentes teciduais e bioquimicos das estruturas articulares®®. Alguns
estudos tém observado uma reducao total de GAG’s da matriz extracelular, tanto na
cartilagem articular com niveis severos de OA**’ quanto em discos articulares
degenerados ou deslocados*®. Entretanto, no presente estudo, observou-se um aumento
significativo de GAG’s dos discos articulares no GO em relagdo ao GC, quando
analisados os dois tempos em conjunto. Tal resultado também foi observado por
Axelsson*, em que o autor provocou perfuracdo do disco articular da ATM de coelhos
como forma de inducdo da OA e apds 16 semanas encontrou maior quantidade de
GAG’s quando comparado ao grupo controle. Nos discos articulares experimentais, 0s
proteoglicanos maiores apresentaram taxa de sintese ligeiramente maior e de
degradacdo mais baixa, refletindo os resultados encontrados pelo autor.

Em um estagio inicial da doenga ou como tentativa de reparo tecidual, ocorre
bioquimicamente um aumento na sintese de componentes da matriz extracelular e de
DNA, caracterizada por proliferagdo, mitoses e agrupamentos celulares, resultando em
intensificacdo da atividade metabdlica dos condrécitos™, o que poderia justificar os
resultados encontrados no estudo. Assim, frente a0 modelo de OA utilizado, pode-se
sugerir que os condrdcitos poderiam responder com aumento da producdo de GAG’s.
Em um estudo in vitro, os autores observaram que em cultura celular, os condrécitos
respondem com maior liberagio de GAG’s na presenca de interleucina 1 (IL-1)>%.
Entretanto, tais processos sao observados na cartilagem, onde os resultados ndo foram

os mesmos, sendo que nao houve diferenca de GAG’s entre GC e GO, sugerindo-Se que
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a cartilagem possa sofrer maiores alteracbes com a OA, reduzido sua capacidade de
resposta frente a doenca. Ainda que em certas regides da cartilagem observaram-se
areas de tentativa de reparo, com proliferacdo celular e formacdo de agrupamentos
celulares (figura 04H), o que poderia refletir em maior producdo de componentes
moleculares, tais como os GAG’s. O processo de tentativa de reparo € mediado por
fatores de crescimento, os quais fazem difusdo da matriz extracelular até atingirem os
condrdcitos. Na OA a difusdo de fatores de crescimento é maior do que o normal devido
a perda de integridade tecidual®®.

Na comparagdo das médias da concentragdo de GAG’s dos discos articulares
entre os grupos GC e GT ndo houve diferenca significativa, considerando-se os dois
tempos de analise. Este resultado permite sugerir que a melhora na severidade da OA,
como efeito da terapéutica com os SCG e observada histologicamente, possa ter
provocado a reducdo da liberagdo de GAG’s pelos condrocitos. Tais agentes exercem
efeito pela intensificacdo de respostas celulares, no caso dos condrécitos, quando em
meio & ambiente adverso, como na presenca da OA, e ndo em cartilagem normal®.
Assim, estimulam o turnover da matriz extracelular com maior produgdo de GAG’s na
presenca da OA e posterior normalizacdo do seu metabolismo, retornando-se a niveis
normais de componentes moleculares*®. Estudos in vitro mostram que a presenca de
interleucina 1 (IL-1) induz a liberagdo de GAG’s e que, tanto o sulfato de glicosamina
isolado ou a combinacdo de altas doses de SCG podem reduzir a liberacdo de tais
componentes moleculares pelos condrécitos nos tecidos™>!. Entretanto, no presente
estudo novamente nao houve diferenga significativa na quantidade de GAG’s da
cartilagem articular, quando comparados os grupos GC e GT. Uma das possibilidades

para justificar as diferengas observadas na quantificacdo dos GAG’s entre os disc0S e as
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cartilagens articulares poderia ser a falta de especificidade da reacdo do azul de
dimetilmetileno por subprodutos do metabolismo dos GAG’s ou falta de sensibilidade
do método®. Em relacdo as analises dos GAG’s em cada tempo, ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos estudados, o que poderia ser explicado pelo tamanho da
amostra utilizada. Este resultado permite sugerir a realizacdo de outros estudos com
uma quantidade maior de animais para esta variavel.

Os animais apresentaram uma boa tolerancia em relacéo ao tratamento utilizado,
ndo ocorrendo reacdes adversas ao monoiodoacetato utilizado na inducdo da OA, nem
aos SCG. Além disso, a dieta oferecida foi bem aceita, o que refletiu em ganho
significativo de peso corporeo dos coelhos, tanto ao final dos 40 quanto dos 100 dias de
analise em comparacdo ao inicio do experimento. Os resultados sugerem que a OA
induzida ndo tenha provocado sintomatologia dolorosa ou comprometimento funcional
da ATM que pudesse acarretar a ndo aceitacdo da dieta e consequente reducédo de peso
corpoéreo total. Assim, os diferentes tratamentos testados ndo influenciaram a ocorréncia
de alteracdo de peso dos animais, ndo havendo, portanto, qualquer interacdo entre as
variaveis avaliadas. Também, observou-se no presente estudo uma diferenca
significativa na comparacdo dos pesos entre 0s grupos em todos os tempos analisados.
Esta discrepancia esteve presente no inicio do experimento e manteve-se constante. A
falta de equilibrio em relagcdo ao peso inicial dos grupos pode explicar esta diferenca.
Entretanto, devido a distribuicdo aleatdria dos animais, ocasionalmente houve
concentracdo desigual dos pesos entre 0s grupos.

O presente estudo é facilmente reprodutivel, ndo envolvendo procedimentos
cirurgicos para sua execucao. O modelo de inducédo da OA, por meio da injecdo direta

do MIA na cavidade articular da ATM reduz custos e evita realizacdo de etapa cirdrgica
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como forma de inducgdo da doenca. Além disso, os resultados obtidos com a terapéutica
utilizada permitem afirmar que os SCG provocam a reversdo de alteracOes
degenerativas das estruturas articulares da ATM, podendo ser considerados como
agentes modificadores de estrutura. Entretanto, no tratamento da doenca, ha que
considerar outros fatores relacionados a OA-ATM, especialmente idade, sexo, oclusdo
dentaria e habitos comportamentais, 0s quais também interferem na etiopatogenia da
doenca. Além disso, frente a reduzida capacidade de reparo da cartilagem e aos
mecanismos complexos que levam ao desenvolvimento da OA, outros estudos sdo
necessarios para avaliar o efeito dos SCG sobre os tecidos articulares com OA e seus

mecanismos de acdo como agentes modificadores de estrutura.
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ANEXO A - Figuras e Tabelas

Dias
0 10 40 100
Inducao OA Sulfato de condroitina
(GO +GT) e glicosamina Morte Morte
Soro fisiolégico (GC) (GT) GC+GO+GT GC+ GO +GT
Soro fisiologico (GC + GO)
(n=36) (n=36) (n=18) (n=18)

Figura 01: Cronograma do estudo.
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Figura 03: Aspecto histoldgico da superficie dos condilos mandibulares. (A) ATM
apresentando estruturas teciduais normais e coéndilo anatdbmico; convexidade
caracteristica na regido anterior; camada de cartilagem normal (setas) e disco articular
integro. (B e D) ATM apresentando alteracbes anatdmicas provocadas pela OA.
Achatamento e deformacdo condilar; reducdo de espessura da camada de cartilagem
(setas pretas); perda da camada de cartilagem (seta vermelha); fenda atingindo o tecido
6sseo subcondral (seta azul); irregularidades subcondrais; degeneracdo de trabéculas
Osseas com formagdo de cisto intra-articular (*); rompimento do disco articular. (C)
GT4 — Observa-se reducdo da espessura da camada de cartilagem articular (setas
pretas); presenca de importante fenda iniciando na superficie articular e estendendo-se
em profundidade (seta azul); disco articular constrito na regido intermediaria. (E) GTigo
— Observa-se a normalidade dos tecidos; condilo articular anatdmico; convexidade
tipica condilar na regido anterior; camada de cartilagem sem alteracGes (setas); disco
articular integro. (ATM: articulacdo temporomandibular; OA: osteoartrite; GT4o: grupo
tratamento 40 dias; GT1go: grupo tratamento 100 dias).
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Safranin-O Safranin-O

Figura 04: Aspecto histoldgico da superficie dos condilos mandibulares. (A, B e C)
Camada de cartilagem articular normal; coloracdo marcante por safranina-O, indicando
presenca normal de proteoglicanos (setas pretas); presenca de condrdcitos e processo de
ossificagdo dentro do padréo de normalidade (setas vermelhas). (D, E e F) Auséncia de
definicdo da camada de cartilagem articular e degeneragdo celular (*); presenca de
fendas (setas pretas); perda da camada de cartilagem e do tecido conjuntivo fibroso
(setas azuis); areas de ossificagdo heterotdpicas superficiais (0) envolvendo regides de
cartilagem (c). (G, H e 1) Redugdo da espessura da cartilagem e irregularidades
subcondrais (*); reducdo da coloracdo por Safranina-O, indicando perda de
proteoglicanos (setas pretas); erosdao e descontinuidade da superficie da cartilagem
(setas vermelhas); formacgdo de clusters celulares (setas azuis) proximos a &reas de
degeneracdo celular (d); formacdo de fibrilagdes (setas verdes). (J, K e L) Area
hipertrofica (h) como tentativa de reparo da cartilagem em &rea de degeneracdo (d);
fenda em profundidade (setas pretas); perda da definicdo da camada de cartilagem (*);
formacdo dssea heterotopica em meio a cartilagem degenerada (0). (M, N e O)
Coloracdo normal por Safranina-O, indicando presenca de proteoglicanos (setas pretas);
superficie articular uniforme e tecido conjuntivo fibroso organizado (setas azuis);
camada de cartilagem com espessura e subdivisdes dentro da normalidade (*).
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Tabela 01: Concentragdo de GAG’s na comparagao GC x GO.

Tratamento 40 + 100 dias

Disco Cartilagem
Controle 3,02+0,82* 7,57+4,25
Osteoartrite 4,04+1,37 8,78+3,73
P (£5%) 0,041 0,468

*m+dp (L GAG’s/mg peso umido)
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Tabela 02: Concentragdo de GAG’s na compara¢do GC x GT.

Tratamento 40 + 100 dias
Disco Cartilagem
Controle 3,02+0,82* 7,57+4,25
Tratamento 3,64+1,54 8,83%+2,61
p(<5%) 0,241 0,391

*mtdp (u GAG ’s/mg peso umido)
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readership of the journal
* Note the comment above relating to case reports. ¢ Please include a paragraph in your
cover letter where you explain what is new about your study and why it will have an
impact on your field of research.

Following peer-review, authors are required to resubmit their revised paper within 3

months; in exceptional circumstances, this timeline may be extended at the editor's

discretion.
Presentation of Manuscripts
General points

Papers should be submitted in journal style. Failure to do so will result in the paper
being immediately returned to the author and may lead to significant delays in
publication. Spelling may follow British or American usage, but not a mixture of the
two. Papers should be double-spaced with a margin of at least 3 cm all round. Each line
must be numbered.

Format

Observational or Case Cohort Studies, as well as Case Series must be presented in
conformance with STROBE guidelines: http://www.strobe-statement.org

Randomized Controlled Trials must be presented in conformance with CONSORT
guidelines: http://www.consort-statement.org

Systematic Reviews and Meta-Analyses must be presented according to PRISMA
guidelines: http://www.prisma-statement.org

Papers should be set out as follows, with each section beginning on a separate page: *

title page
. abstract
. text
. acknowledgements
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. references
. tables
. captions to illustrations.
Please note that the qualifications of the authors will not be included in the published
paper and should not be listed anywhere on the manuscript.

Title page
The title page should give the following information: < title of the article
. full name of each author
* name and address of the department or institution to which the work should be
attributed

* name, address, telephone and fax numbers, and e-mail address of the author
responsible for correspondence and to whom requests for offprints should be sent
. sources of support in the form of grants
. key words.
If the title is longer than 40 characters (including spaces), a short title should be
supplied for use in the running heads.

Abstract

200 words maximum. Do not use subheadings or abbreviations; write as a continuous
paragraph. Must contain all relevant information, including results and conclusion.

Text

Please ensure that the text of your paper conforms to the following structure:
Introduction, Materials and Methods, Results, Discussion. There is no separate
Conclusion section.

Introduction

e Present first the nature and scope of the problem investigated

. Review briefly the pertinent literature
. State the rationale for the study
. Explain the purpose in writing the paper

« State the method of investigation and the reasons for the choice of a particular method
*; Should be written in the present tense
Materials and Methods

* Give the full details, limit referencess Should be written in the past tensee Include
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exact technical specifications, quantities and generic namese Limit the number of
subheadings, and use the same in the results section® Mention statistical methode Do not

include results in this section

Results
. Do not describe methods
. Present results in the past tense

. Present representations rather than endlessly repetitive data
* Use tables where appropriate, and do not repeat information in the text

Discussion

* Discuss - do not recapitulate resultse Point out exceptions and lack of correlations. Do
not try to cover up or 'fudge' datas Show how results agree/contrast with previous workse
Discuss the implications of your findingse State your conclusions very clearly

Headings: Headings enhance readability but should be appropriate to the nature of the
paper. They should be kept to a minimum and may be removed by the Editors.
Normally only two categories of headings should be used: major ones should be typed
in capital letters; minor ones should be typed in lower case (with an initial capital letter)
at the left hand margin.

Quantitative analysis: If any statistical methods are used, the text should state the test or
other analytical method applied, basic descriptive statistics, critical value obtained,
degrees of freedom, and significance level, e.g. (ANOVA, F=2.34; df=3,46; P<0.001).
If a computer data analysis was involved, the software package should be mentioned.
Descriptive statistics may be presented in the form of a table, or included in the text.
Abbreviations, symbols, and nomenclature: Only standardized terms, which have been
generally accepted, should be used. Unfamiliar abbreviations must be defined when first
used. For further details concerning abbreviations, see Baron DN, ed. Units, symbols,
and abbreviations. A guide for biological and medical editors and authors, London,
Royal Society of Medicine, 1988 (available from The Royal Society of Medicine
Services, 1 Wimpole Street, London W1M 8AE, UK).
The minus sign should be -.
If a special designation for teeth is used, a note should explain the symbols. Scientific
names of organisms should be binomials, the generic name only with a capital, and

should be italicised in the typescript. Microorganisms should be named according to the
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latest edition of the Manual of Clinical Microbiology, American Society of
Microbiology.

Drugs: use only generic (non-proprietary) names in the text. Suppliers of drugs used
may be named in the Acknowledgments section. Do not use 'he’, 'his' etc where the sex
of the person is unknown; say 'the patient' etc. Avoid inelegant alternatives such as
'he/she’. Patients should not be automatically designated as 'she’, and doctors as 'he'.
References

The journal's reference style has changed. References should be numbered
consecutively throughout the article, beginning with 1 for the first-cited reference.
References should be listed at the end of the paper in the order in which they appear in
the text (not listed alphabetically by author and numbered as previously).

The accuracy of references is the responsibility of the author. References in the text
should be numbered with superscript numerals inside punctuation: for example
"Kenneth and Cohen** showed..."; "each technique has advantages and disadvantages>
13 » Citations in the text to papers with more than two authors should give the name of
the first author followed by “et al.”; for example: "Wang et al*’ identified...”

All references cited in the text must be included in the list of references at the end of the
paper. Each reference listed must include the names of all authors. Please see section
"Article Types" for guidance on the maximum number of reference for each type of
article.

Titles of journals should be abbreviated according to Index Medicus
(see www.nlm.nih.gov.uk) . When citing papers from monographs and books, give the
author, title of chapter, editor of book, title of book, publisher, place and year of
publication, first and last page numbers. Internet pages and online resources may be
included within the text and should state as a minimum the author(s), title and full URL.
The date of access should be supplied and all URLs should be checked again at proof
stage.

Data ReferencesThis journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in
your manuscript by citing them in your text and including a data reference in your
Reference List. Data references should include the following elements: author name(s),
dataset title, data repository, version (where available), year, and global persistent
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identifier. Add [dataset] immediately before the reference so we can properly identify it
as a data reference. The [dataset] identifier will not appear in your published article.
Examples:

Journal article: Halsband ER, Hirshberg YA, Berg LI. Ketamine hydrochloride in
outpatient oral surgery. J Oral Surg 1971: 29: 472-476.
When citing a paper which has a Digital Object Identifier (DOI), use the following
style: Toschka H, Feifel H. Aesthetic and functional results of harvesting radial forearm
flap. Int J Oral Maxillofac Surg 2001: 30: 45-51. doi: 10.1054/ijom.2000.0005
Book/monograph: Costich ER, White RP. Fundamentals of oral surgery. Philadelphia:
wWB Saunders, 1971: 201-220.
Book chapter: Hodge HC, Smith FA. Biological properties of inorganic fluorides. In:
Simons JH, ed.: Fluorine chemistry. New York: Academic Press, 1965: 135.
Internet resource: International Committee of Medical Journal Editors. Uniform
requirements for manuscripts submitted to biomedical
journals. http://www.icmje.org [Accessibility verified March 21, 2008]

Please note you can only include up to a maximum of 6 tables and/ or figures within
your article.

Tables

Tables should be used only to clarify important points. Double documentation in the
form of tables and figures is not acceptable. Tables should be numbered consecutively
with Arabic numerals. They should be double spaced on separate pages and contain
only horizontal rules. Do not submit tables as photographs. A short descriptive title
should appear above each table, with any footnotes suitably identified below. Care must
be taken to ensure that all units are included. Ensure that each table is cited in the text.
Figures

All illustrations (e.g. graphs, drawings or photographs) are considered to be figures, and
should be numbered in sequence with Arabic numerals. Each figure should have a
caption, typed double-spaced on a separate page and numbered correspondingly. The
minimum resolution for electronically generated figures is 300 dpi.

Line illustrations: All line illustrations should present a crisp black image on an even
white background (127 x 178 mm (5 x 7 in), or no larger than 203 x 254 mm (8 x 10 in).
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The size of the lettering should be appropriate, taking into account the necessary size
reduction.

Photographs and radiographs: Photomicrographs should show magnification and details
of any staining techniques used. The area(s) of interest must be clearly indicated
with arrows or other symbols.

Colour images are encouraged, but the decision whether an illustration is accepted for
reproduction in colour in the printed journal lies with the editor-in-chief. Figures
supplied in colour will appear in colour in the online version of the journal.

Size of photographs: The final size of photographs will be: (a) single column width (53
mm), (b) double column width (110 mm), (c) full page width (170 mm). Photographs
should ideally be submitted at the final reproduction size based on the above figures.
Funding body agreements and policies
Elsevier has established agreements and developed policies to allow authors who
publish in Elsevier journals to comply with potential manuscript archiving requirements
as specified as conditions of their grant awards. To learn more about existing
agreements and policies please visit http://www.elsevier.com/fundingbodies

Proofs

One set of page proofs in PDF format will be sent by e-mail to the corresponding
author, which they are requested to correct and return within 48 hours. Elsevier now
sends PDF proofs which can be annotated; for this you will need to download Adobe
Reader version 7 available free
from http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Instructions on how to
annotate PDF files will accompany the proofs. The exact system requirements are given
at the Adobe
site: http://www.adobe.com/products/acrobat/acrrsystemregs.html#70win.If you do not
wish to use the PDF annotations function, you may list the corrections (including replies
to the Query Form) and return to Elsevier in an e-mail. Please list your corrections
quoting line number. If, for any reason, this is not possible, then mark the corrections
and any other comments (including replies to the Query Form) on a printout of your
proof and return by fax, or scan the pages and e-mail, or by post.
Please use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and

correctness of the text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted
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for publication will only be considered at this stage with permission from the Editor.
We will do everything possible to get your article published quickly and accurately.
Therefore, it is important to ensure that all of your corrections are sent back to us in one
communication: please check carefully before replying, as inclusion of any subsequent
corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your responsibility. Note that
Elsevier may proceed with the publication of your article if no response is received.
Offprints

The corresponding author will be provided, at no cost, with a customize Share Link
providing 50 days free access to the final published version of the article on Science
Direct. The Share Link can be used for sharing the article via any communication
channel, including email and social media. For an extra charge, paper offprints can be
ordered via the offprint order form which is sent once the article is accepted for
publication. Both corresponding and co-authors may order offprints at any time via
Elsevier’s Webshop. Corresponding authors who have published their article open
access do not receive a Share Link as their final version of the article is available open
access on Science Direct and can be shared through the article DOI link.

Accepted Articles
For the facility to track accepted articles and set email alerts to inform you of when an
article's status has changed, visit: http://authors.elsevier.com/TrackPaper.htmlThere are
also detailed artwork guidelines, copyright information, frequently asked questions and
more. Contact details for questions arising after acceptance of an article, especially
those related to proofs, are provided after registration of an article for publication.
Instructions for Letters to the Editor
The IJOMS welcomes Letters to the Editor. To facilitate submission of the highest
quality of Letters to the Editor, the following guidelines should be followed:
1. Letters are meant to be focus pieces and, therefore, are limited to no more than 600
words, 6 references and a maximum of 2 figures. One reference should include a
reference to the IJOMS article being addressed.
2. It is recommended that you limit your letter to one or two important and critical
points to which you wish to provide a clear and precise discussion regarding the
previously published article.

3. One should support all assertion by peer review literature which should be a primary
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research  or large clinical  studies rather than a case report.
4. Please include any financial disclosures at the end of the letter. This would include
the potential conflicts of interest not just related to the specific content of your letter but
also the content of the [IJOMS article and other related areas.
5. Please recognize that letters that are essentially in agreement with the author's
findings and offer no additional insights provide little new information for publication.
Likewise, letters that highlight the writer's own research or are otherwise self
promotional will receive a low publication priority.
6. There may be a need for additional editing. Should editing be required the letter will
be sent back to the author for final approval of the edited version.
7. 1t is important to use civil and professional discourse. It is not advisable that one
adopt a tone that may be misconstrued to be in anyway insulting.
8. Finally, it is not advisable to provide a letter that is anecdotal. While personal
experiences can have great value in patient care, it is generally not strong evidence to be

placed in a letter to the editor.
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ANEXO C - Cortes histoldgicos referentes a escala proposta por Pritzker et al.,
(2006) utilizada para determinagéo da severidade da OA, compreendida em graus de
0a6.

A B

Grade 1
Surface intact

Grade 1.0 Grade 1.5

Grade 2
Surface Discontinuity

Grade 2.0 Grade 2.5

Grade 3
Vertical Fissures

Grade 3.0 Grade 3.5
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Grade 4
Erosion

Grade 4.0 Grade 4.5

Grade 5
Denudation

Grade 5.0 Grade 5.5

Grade 6
Deformation

Grade 6.0 ' Grade 6.5
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CONSIDERACOES FINAIS

A OA é uma doenca articular cronica de alta prevaléncia na populacdo de
individuos com 60 anos de idade ou mais. Entretanto, numerosos estudos
epidemioldgicos tém mostrado o aumento da ocorréncia na populagdo mais jovem.
Segundo a Sociedade Europeia de Desenvolvimento Clinico e Econémico para aspectos
relacionados a Osteoporose e Osteoartrite, 0s custos desta patologia sdo substanciais,
incluindo prevencdo, tratamento farmacoldgico, exames médicos e também custos
indiretos, como menor produtividade resultante da restricdo ao trabalho (Mantovani et
al., 2016).

A AO-ATM ¢ uma doenca muito prevalente. Estudos mostram que, em torno de
75% da populacdo mundial adulta apresenta pelos menos um sintoma relacionado a
disfuncdo temporomandibular (Sheets et al.,, 2006). As alteracfes degenerativas
decorrentes da OA ndo sdo totalmente compreendidas e, portanto, ainda requerem a
busca de novos tratamentos e possibilidades de regeneracdo dos tecidos articulares. Ao
mesmo tempo, ha uma necessidade crescente de tratamentos com intervengdes menos
invasivas e com resultados mais favoraveis aos pacientes. Entretanto, a conducdo dos
tratamentos € desafiadora devido ao baixo potencial de reparo da cartilagem e a sua
auséncia de vascularizagdo (Vasiliadis e Tsikopoulos, 2017).

Assim, a tendéncia das pesquisas é a realizacdo de estudos voltados a
bioengenharia dos tecidos, testando processos de reparo, envolvendo novos
medicamentos, técnicas e biomateriais, 0s quais visam o restabelecimento da funcdo e a
qualidade de vida dos pacientes. Com a proposta de avaliar o efeito dos SCG na

progressao da OA-ATM como droga modificadora de estrutura dos tecidos articulares, o
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presente estudo mostrou resultados favoraveis a indicacdo dessa terapéutica na pratica
clinica. Todavia, frente ao uso pouco frequente dos SCG para a OA-ATM e a escassa
quantidade de publicacbes que testem seus efeitos sobre esta articulagdo, novos estudos
sdo fundamentais para avaliar sua real eficdcia como agentes que possam reverter

alteracdes degenerativas dos tecidos articulares.
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