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REsSuUMO

Munhoz DU. Avaliacdo da histoarquitetura e fisiologia dos componentes articulares:
comparagdo entre lesdes condrais focais e osteoartrite [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Séo Paulo; 2025.

Introducdo: Lesbes da cartilagem articular compreendem um espectro de entidades clinicas que
variam de lesdes condrais focais (LCF) a osteoartrite avancada (OA). AlteracGes estruturais da
matriz extracelular (MEC), como perda de proteoglicanos, expressao de diferentes tipos de
coladgenos e mudanca de fen6tipo celular, sdo encontradas na cartilagem associadas a perda de
homeostase articular envolvida na patogénese dessas doencas. Além disso, outros componentes
articulares como o osso subcondral e a sindvia, contribuem para a evolugdo do processo
degenerativo. A diferenciacdo clinica entre as entidades nem sempre é clara, sendo o
conhecimento estrutural destes componentes de grande importancia para se associar a melhores
opcdes terapéuticas. Objetivo: Nossa proposta neste estudo é realizar um perfil morfoldgico
comparativo da cartilagem, osso subcondral e tecido sinovial em casos de LCF e OA, na
tentativa de se identificar marcadores precoces do processo degenerativo. Métodos: Neste
estudo comparativo transversal, biopsias osteocondrais e sinoviais foram coletadas durante
procedimentos cirdrgicos de pacientes com LCF (n =9), OA (n = 11) e de individuos controles
(n=4). A cartilagem foi avaliada pelo escore de OARSI, perda de proteoglicanas pela Safranina
O-Fast-green, quantificacdo da celularidade, e dos colagenos dos tipos | e Il por
imunofluorescéncia, assim como o 0sso subcondral pelo escore de Aho. Ainda, bidpsias
sinoviais foram submetidas a avaliacdo pelo escore de Krenn, expressdo do colageno dos tipos
I, 11l e V e expressdo de perlecan e decorina. Resultados: Os grupos LCF e OA se mostraram
similares em todos os parametros osteocondrais. O grupo OA apresentou valores menores de
coladgeno | e Il no tecido sinovial comparado ao grupo LCF. O grupo-controle apresentou
melhor pontuacdo no escore de osso subcondral e diminuicdo da perda de proteoglicanos,
quando comparado aos outros grupos. Os parametros de celularidade, escore de OARSI,
colageno | e Il na cartilagem, escore de Krenn e colageno V na sindvia, foram similares em
todos os grupos. Conclusdo: O presente estudo demonstra que as alteracBes estruturais na
cartilagem articular e no osso subcondral do grupo LCF, sdo semelhantes aquelas observadas
na OA. No entanto, o colageno I e 111 apresentam-se mais expressos no tecido sinovial do grupo
LCF, o que sugere uma ativagéo precoce do remodelamento sinovial e, consequentemente, uma
evolugéo do processo degenerativo cartilaginoso.

Palavras-chave: Cartilagem. Osteoartrite do joelho. Sinovite. Remodelacdo ¢ssea. Colageno.
Proteoglicanas.



ABSTRACT

Munhoz DU. Evaluation of the histoarchitecture and physiology of joint components:
comparison between focal chondral lesions and osteoarthritis [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade
de Medicina, Universidade de Sao Paulo’; 2025.

Introduction: Articular cartilage lesions encompass a spectrum of clinical entities ranging from
focal chondral lesions (FCL) to advanced osteoarthritis (OA). Changes in extracellular matrix
(ECM) structure such as proteoglycan loss, different collagen expression, and phenotypic shifts
in chondrocytes are observed in cartilage and are associated with the disruption of joint
homeostasis involved in the pathogenesis of these conditions. Furthermore, other articular
components such as the subchondral bone and synovium also play significant roles during the
degenerative process. Clinical differentiation between these entities is not always
straightforward, and improved structural knowledge of this componentes may influence
therapeutic decision-making. Objective: The proposal of this study is to perform a comparative
morfological profile of cartilage, subchondral bone, and synovial tissue in cases of focal
chondral lesions (FCL) and osteoarthritis (OA), aiming to identify early markers of
degenerative process. Methods: In this cross-sectional comparative study, osteochondral and
synovial biopsies were obtained during surgical procedures from patients with FCL (n=9), OA
(n = 11), and control individuals (n = 4). Cartilage was assessed by the OARSI score,
proteoglycan loss via Safranin’O-fast-green staining, cellularity count, and expression of
collagen types I and 11, just as subchondral bone was evaluated using a Aho histological scoring
system. Furthermore, synovial biopsies were analyzed using the Krenn score, expression of
collagen types I, 111, and V, and expression. of perlecan and decorin. Results: The FCL and OA
groups showed similar results across all osteochondral parameters. The OA group presented
significantly lower levels of collagen types I and 111 in the synovial tissue compared to the FCL
group. The control group exhibited significantly better subchondral bone scores and reduced
proteoglycan loss compared to the other groups. Cartilage cellularity, OARSI scores, collagens
Il and Il in cartilage, Krenn scores, and synovial collagen V levels were similar across all
groups. Conclusion: The present study demonstrates that the structural changes in the articular
cartilage and subchondral bone of the FCL group are similar to those observed in OA. However,
type I and 11l collagens are more highly expressed in the synovial tissue of the FCL group,
suggesting an early activation of synovial remodeling and, consequently, a progression of the
cartilage degenerative process.

Keywords: Cartilage. Knee osteoarthritis. Synovitis. Bone remodelling. Collagen.
Proteoglycans.
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1 INTRODUCAO




1 Introducédo 18

1 INTRODUCAO

Lesdes a cartilagem articular comp&em um espectro de entidades clinicas abrangendo
de lesdes condrais focais e tnicas (LCF) a OA avangada®. Esses defeitos condrais focais s3o
implicados no desenvolvimento subsequente da OAZ®, e podem ter fatores causais como
trauma, predisposi¢cdo genética a degeneracgdo precoce, ou alteragcdes biomecanicas que levam
a sobrecarga focal'. Os defeitos focais da cartilagem articular podem ser assintomaticos ou
apresentar sintomas limitantes e perda de funcdol. A incidéncia total de LCF n&o é bem
conhecida, entretanto, estima-se que entre 5% e 10% das hemartroses apds lesbes esportivas
ou de trabalho sejam associadas a lesdes condrais®. Até 5% das artroscopias de joelho
apresentam lesGes unipolares e isoladas da cartilagem’. A capacidade biolégica de regeneragéo
de LCF com formagcao de cartilagem hialina de qualidade é limitadal, e sua historia natural ndo
é totalmente entendida, mas ha tendéncia de piora e progressdo para OAL.

A OA ¢é uma doenca que resulta na degeneracdo articular apos dano a cartilagem. Ela
ndo afeta somente a cartilagem articular, mas toda a articulacéo, incluindo ligamentos, capsula,
membrana sinovial, 0sso subcondral e musculos periarticulares. Sua patogénese € multifatorial
e envolve lesBes condrais, carga excessiva ou intolerancia a carga fisiologica e processo
inflamatorio com alteragdo nos mecanismos de manutencdo da homeostase da cartilagem®-°,
Dessa forma, hd um estado de insuficiéncia osteocartilaginosa, gerada pela perda da
homeostase tecidual (a degradacdo da matriz extracelular [MEC] supera a sua capacidade
regenerativa)®!.

Nas fases iniciais da OA, observa-se presenca de crescimento clonal e ativacéo
condrocitaria, com secrecdo de mediadores inflamatdrios catabolicos para a cartilagem. Com o
passar do tempo, esse processo se sobrepde a capacidade anabdlica da cartilagem, ocasionando
perda de proteoglicanos, colageno e remodelacdo do osso subcondral, resultando na destruigdo
progressiva do tecido cartilaginoso®*. Proteoglicanos especificos como decorina e biglycan s&o
regulados positivamente, provavelmente, para compensar a perda geral de proteoglicanos,
caracteristica deste estagio da doenca*?. A inflamac#o local parece contribuir para a patogénese
da OA e, subsequentemente, para a eventual degeneracdo dos condrdcitos e a desregulacéo do
remodelamento da matriz. Esse processo evolui com o crescimento de fibrocartilagem, que ndo
€ capaz de sustentar as necessidades articulares. Ainda, 0s condrécitos sobreviventes

apresentam queda significativa na atividade sintética, mesmo ativados ap6s o trauma.®%13
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A inflamacdo ndo esté ligada apenas a processos agudos, mas a lesdes degenerativas
nas articulagBes’!. A perda de colageno!® e a ativacdo do sistema complemento!* esta
relacionada com a fisiopatologia de doencas inflamatorias articulares e degradacdo da
cartilagem articular em estudos in vitro“,

Recentemente, a importancia das alteragdes do osso subcondral em doencas da
cartilagem articular tem sido reconhecida®®. Caracteristicas mecanicas e bioldgicas desse tecido
altamente especializado séo essenciais para a funcdo da unidade osteocartilaginosa, formada
pelo osso subcondral e cartilagem articular®®. As modificages do osso subcondral na OA sdo
reconhecidas!®8, e sua importancia para as LCF reflete-se no prognostico das leses em que
ha comprometimento prévio do osso subcondral®®, que serve de suporte e anteparo para os
processos de reparagdo condral?.

A presenca e influéncia de sinovite e fibrose sinovial também é fator influente no
desfecho clinico e progressdo da doenca?l. A presenca de sinovite pode ser causa importante
de dor articular, sendo que diversos fatores inflamatérios sdo secretados e regulados por meio
deste tecido. Além disso, a presenca de fibrose sinovial esta associada a rigidez articular?. A
variabilidade de estados da sindvia durante o curso da doenca e nas variaveis manifestacdes de
lesbes da cartilagem articular também € objeto de estudo e diversos tratamentos ja foram
propostos a fim de mudar a historia da doenca e ou estabelecer marcadores precoces®*28, O
balango entre sinovite e fibrose sinovial parece estar relacionado ao tempo de exposi¢cdo a
processos inflamatorios articulares no contexto de lesdes da cartilagem articular.

Apesar da OA e de LCF serem parte do mesmo espectro de doenca e de apresentarem
fatores em comum na sua fisiopatologia, os estudos relacionados a diferenciacao entre LCF e
OA sio, principalmente, voltados para graduagdo do espectro de doenca da OA?-%2 e para a
identificacio de biomarcadores precoces séricos®, urinarios e de liquido sinovial®*=7, fazendo,
em sua maior parte, avaliaces indiretas entre os dois grupos, sendo que ndo ha estudos de
nosso conhecimento que tenham comparado diretamente os achados histologicos lesionais,
incluindo caracteristicas histomorfométricas condrais, do o0sso subcondral, das alteracdes
sinoviais adjacentes e das alteragdes de matriz, incluindo proteoglicanos e colagenos.

Para abordar essa lacuna, neste estudo, propusemo-nos a realizar uma comparagao
histologica e molecular abrangente da cartilagem articular, osso subcondral e sinévia em
pacientes com LCF e OA. Avaliando marcadores especificos dos tecidos — incluindo
integridade do colageno, contetdo de proteoglicanos e alteracdes inflamatorias — buscamos
identificar caracteristicas estruturais e moleculares que diferenciam essas condigdes. Tais

marcadores também podem servir como indicadores precoces da progressao da doencga ou
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como potenciais alvos terapéuticos. Uma compreensao detalhada dessas diferencas é essencial
para 0 avanco de estratégias precisas de diagnostico, prognostico e tratamento.

A hipotese do estudo é que existe uma diferenca entre LCF e OA com relacdo ao
comportamento celular, processo inflamatério sinovial, componentes de matriz extracelular, e
escores histologicos de cartilagem e sindvia.
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Caracterizacéo do perfil histoldgico celular e tecidual da cartilagem, osso subcondral e

do tecido sinovial de joelhos de pacientes com LCF, OA e grupo-controle.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Para avaliacdo da estrutura morfoldgica e a expressdo de proteinas da matriz no tecido

cartilaginoso, sinovial e osso subcondral nos grupos LCF e OA grupos-controle, foram

utilizados:

O escore de OARSI, especifico para cartilagem humana, através da coloracdo de
Safranina Offast green.

O escore de Aho para avaliacdo do 0sso subcondral por meio da coloracdo de HE.
Método histomorfométrico para contagem de células no tecido cartilaginoso por
meio da coloragédo de HE.

O método quantitativo de analise de imagem digital, para avaliar a perda de
proteoglicanas da matriz cartilaginosa, através da coloracdo de Safranina/Fast
green.

Imunofluorescéncia para expressdo do colageno dos tipos | e Il no tecido
cartilaginoso e avaliacdo quantitativa usando analise de imagem.

O escore de Krenn para avaliar o grau de sinovite por meio da coloragéo de HE.
Imunohistoquimica para avaliagdo da presenca de perlecan e decorina no tecido
sinovial e quantificacdo por escore histologico.

Imunofluorescéncia para identificar a expresséo de colageno dos tipos I, 111 e VV no

tecido sinovial nos grupos-controle, LCF e OA.
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3 REVISAO DA LITERATURA

Collins e McElligott et al.®, em 1960, ddo um passo pioneiro na elaboracio de um
sistema bioldgico de classificacdo da OA ao analisarem a absorcéo de sulfato marcado por
condrdcitos. Utilizando patelas obtidas em autdpsias, os autores comparam a captagdo de
sulfato com o escore histolégico previamente desenvolvido por Collins. Os resultados revelam
maior atividade celular nos estdgios mais avancados da OA, rompendo com o conceito
predominante de que a doenca seria apenas consequéncia de um desgaste mecanico repetitivo,
e reforcam uma visdo mais reativa e biologicamente ativa do processo osteoartritico.

Mankin et al.3t, em 1971, sdo os primeiros a propor uma classificagdo histoldgica do
grau de artrose, com foco nas alteracdes estruturais da cartilagem, na linha da maré (tidemark)
e no contetido de proteoglicanos. Analisam 32 areas de cabecas femorais provenientes de 13
quadris (9 artrosicos e 4 saudaveis), utilizando um indice histolégico e histoquimico para
estabelecer um escore de gravidade da OA. A densidade celular € quantificada por timidina
tritiada e a sintese de polissacarideos avaliada por sulfato marcado. O sistema de Mankin atribui
até 14 pontos com base em alteracGes celulares, coloracdo histoquimica com safranina e
caracteristicas estruturais como erosdo e penetracdo vascular por meio da tidemark. Os
resultados indicam que a OA é uma doenca focal, com grande variabilidade entre areas e
pacientes. Houve correlagdo positiva entre severidade da lesdo e sintese de DNA e
polissacarideos até um ponto-limite, a partir do qual 0os mecanismos reparativos se esgotam,
levando a correlacdo negativa entre severidade e concentracdo de polissacarideos, sem
associacdo com densidade celular. Além disso, a cartilagem que recobre 0s ostedfitos apresenta
menor reducdo de polissacarideos e maior sintese quando comparada a areas artriticas fora dos
osteofitos.

Mankin et al.%, em 1974, avaliam a literatura existente sobre a resposta da cartilagem
articular ao trauma a fim de se relacionar com a OA. Com base nos estudos avaliados; é
constatada a ineficicia da cartilagem articular de se regenerar em resposta a danos e laceracoes.
O estudo relata que lesdes parciais que ndo violam a cartilagem calcificada e placa dssea
adjacente carecem de rede capilar que promova resposta inflamatoria de reparacdo. Lesdes
profundas e que violam o subcondral mostram resposta de reparo por meio de formacdo de
fibroblastos e formacao de tecido reparativo granulomatoso, porém, sem evidéncia de cobertura
de cartilagem hialina sobre o tecido fibroso, sendo que areas de descontinuidade podem ser
observadas anos depois da lesao.
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Weiss et al.*?, em 1975, avaliam a presenca de colageno na sindvia comparando grupos
com sindvia normal, sinovite reumatoide e sinovite ndo reumatoide. A comparagao mostra que
quantidades anormais de colageno Il podem ser isoladas da sindvia reumatoide e ndo
reumatoide, seja apos a digestdo dos tecidos com pepsina ou como uma forma polimérica
anormal (F2PC), mas ndo pode ser isolada da sindvia normal. Os autores concluem que a
quantidade de colageno 111 parece estar relacionada ao grau de inflamacé&o.

Soren et al.*!, em 1978, comparam, por meio de microscopia Optica e eletronica, a
sinovite de paciente com OA com a sinovite de pacientes com sinovite pés-traumatica. Os
autores concluem que a diferenciacdo das alteracdes sinoviais na sinovite pos-traumatica
daquelas na OA ¢é possivel, porém limitada, porque alteracdes semelhantes com incidéncia
semelhante sdo observadas em ambas as condicdes.

Noyes et al.’, em 1980, avaliam 85 joelhos com hemartrose pds-traumatica e
propuseram uma incidéncia de 5-10% de les&o condral aguda.

Arnoldi et al.*2, em 1980, avaliam a membrana sinovial na coxartrose humana por meio
de estudos com microscopia Optica e eletronica, e observam dois tipos distintos de sinovite
osteoartritica: uma proliferativa precoce caracterizada por estase venosa com edema, eritrécitos
livres e depdsitos de hemossiderina no tecido intersticial, que sugeriu aumento da
permeabilidade capilar, e outra tardia e fibrosa, em que o quadro microscopico € dominado por
tecido fibroso denso. Os autores concluem que o desenvolvimento de sinovite proliferativa para
fibrosa é, provavelmente, o resultado de insuficiéncia venosa crbnica de longa data.

Brocklehurst et al.*3, em 1984, comparam amostras de 14 pacientes com cartilagem
normal e 19 pacientes com OA. Nos espécimes de OA com bidpsias retiradas de areas nédo
intactas, as varia¢Oes encontradas sao diferentes a depender do grau de fibrilacdo existente. Nos
casos de fibrilacdo superficial, sdo encontradas maiores quantidades de &gua, porém sem
diferencas no contetido e na sintese de glicosaminoglicanos. Nos casos de fibrilacdo profunda,
hd um aumento da quantidade de agua em toda a profundidade condral, além de uma
diminuicdo na taxa de sintese e concentracao de proteoglicanos.

Myers et al.**, em 1990, observam que a gravidade das lesdes da cartilagem da OA ndo
estava relacionada a gravidade da sinovite e nenhuma relagdo topografica é encontrada entre a
ulceracéo da cartilagem e a sinovite.

Haraoui et al.*®, em 1991, analisam as caracteristicas histoldgicas e imunopatologicas
da sindvia de 18 pacientes com artrite reumatoide (AR) e 12 com OA submetidos a artroplastia
total do joelho, divididos conforme regime terapéutico. Pacientes com AR tratados com

prednisona ou metotrexato apresentam maior indice inflamatério e menor fibrose, sugerindo
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que esses farmacos podem inibir a fibrose ao suprimir mediadores inflamatoérios que ativam
fibroblastos.

Dodge et al.*5, em 1995, por meio da analise de membrana sinovial e de culturas de
células sinoviais humanas, avaliam a expressao do gene perlecan em um tecido sem membrana
basal clédssica. As culturas apresentam mMRNA de 14,5 kb e produziram quantidades
substanciais de proteina central de perlecan, confirmadas por imuno-histoquimica, revelando
coloracdo intensa nas camadas intima e subintima. Os autores concluem que a presenca de
perlecan e a modulacéo de sua biossintese por TGF-p ¢ FGF indicam que, além de seu papel
estrutural, esse proteoglicano de heparan sulfato pode participar da fungdo normal da sindvia e
da patogénese da OA.

Messner e Maletius?, em 1996, reconhecem a importancia da incidéncia e repercussio
das lesbes condrais isoladas. Os autores avaliaram 28 atletas com lesfes condrais em area de
carga por 14 anos e observaram uma incidéncia de 42,85% de reducgéo do espaco articular no
compartimento afetado pela lesdo condral nestes pacientes.

Curletal.”, em 1997, revisam 31.516 artroscopias e encontram lesdes condrais em 63%
dos casos, porém apenas 5% de defeitos condrais profundos em pacientes abaixo de 40 anos.

Johnson et al.*’, em 1998, avaliam histologicamente biopsias osteocondrais de 3mm em
areas de edema 6sseo em exames de ressonancia magnética realizados ap0s lesdo do ligamento
cruzado anterior e encontram nestas areas alteragdes como: fissuras e amolecimento condral,
degeneracdo de condrdcitos, perda de proteoglicanos e necrose de ostedcitos no 0sso
subcondral, sugerindo dano condral e alteracdo da homeostase da cartilagem em locais com
apenas edema 0sseo na ressonancia.

Price et al.*® em 1999, avaliam a degradacdo de colageno e concentracio de
proteoglicanos na cartilagem em pacientes com ruptura do ligamento cruzado anterior e
comparam com pacientes com OA e grupo-controle. A maioria dos casos de lesdo do ligamento
cruzado anterior (LCA) ndo mostram sinais radiograficos ou macroscépicos de erosdo condral,
porém a cartilagem retirada de area de baixa carga mostra degradacéo de colageno similar ao
grupo com OA. A quantidade de proteoglicanos nos grupos de artrose e lesdes de ligamento
cruzado anterior ndo ¢ diferente em relacdo ao grupo-controle.

Nehrer et al.*°, em 1999, avaliam 18 pacientes sem melhora clinica apds procedimentos
regenerativos de cartilagem: 12 submetidos a condroplastia, 4 a enxertos periosteais e 6 a
enxertos periosteais associados a transplante autélogo de condrécitos. A analise histologica
(histomorfometria e imuno-histoquimica para colagenos I, Il e X) mostra que, na condroplastia,

o tecido resultante é predominantemente fibroso e espongiforme, com 22% de colageno I, 30%
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de cartilagem hialina degenerada e 28% de fibrocartilagem com coloragdo positiva para
colageno Il. Nos enxertos periosteais, trés casos falharam por formagdo dssea (19% da area
seccional) com colageno X, indicativo de hipertrofia condrocitaria. No transplante autélogo de
condrdécitos, 3 meses apos a cirurgia, observou-se 55% de tecido fibroso, 6% de cartilagem
hialina e 12% de fibrocartilagem contendo colageno II.

Arikawa-Hirasawa et al.>®, em 1999, por meio da supressdo do gene Hspg2 em ratos,
observam uma desorganizagdo grave das estruturas colunares de condrocitos e ossificacdo
endocondral defeituosa. A matriz de cartilagem Hspg2-/- contém fibrilas de colageno e
glicosaminoglicanos reduzidos e desorganizados, e sugerem que o perlecan tem um papel
importante na estrutura da matriz.

Sandell e Aigner®!, em 2001, resumem os padrdes de reagdo dos condrdcitos na OA em
cinco categorias: (1) proliferacdo e morte celular (apoptose); (2) alteracdes na atividade
sintética, (3) degradacao; (4) modulagéo fenotipica dos condrdcitos articulares; e (5) formacédo
de osteofitos. Os autores sustentam que as primeiras respostas na OA sao a reinicializacdo da
sintese de macromoléculas da cartilagem, o inicio da sintese de pro-colagenos tipos I1A e Il
como marcadores de um fendtipo mais primitivo e a sintese de enzimas proteoliticas ativas. A
reversao para um fenétipo semelhante ao fibroblasto, conhecida como "desdiferenciagdo", ndo
parece ser um componente importante. A proliferacdo desempenha um papel na formacéo de
aglomerados caracteristicos de condrécitos proximos a superficie, enquanto a apoptose,
provavelmente, ocorre, principalmente, na cartilagem calcificada.

Bock et al.*2, em 2001, investigam a relacdo da expressdo génica de mRNA de decorina
e biglycan, bem como, sua sintese proteica e localizagdo nos estagios mais tardios da OA em
humanos. Os niveis mais altos de MRNA de decorina e biglycan foram produzidos por células
tipo 2 secretoras alongadas, ja conhecidas por sintetizar colageno tipo I. Células com altos
niveis de mRNA também traduzem as proteinas correspondentes encontradas no
compartimento extracelular. A maior taxa de producéo de decorina e biglycan é vista na area
de tecido adjacente ao defeito principal. Os resultados indicam que, em estagios finais da OA,
0s niveis de transcricdo e traducdo de decorina e biglycan sdo regulados positivamente,
provavelmente, para compensar a perda geral de proteoglicanos, caracteristica deste estagio da
doenca.

Krenn et al.>?, em 2002, propdem um sistema de classificacdo para medir o grau de
inflamacdo no tecido sinovial aplicivel a qualquer etiologia e ndo apenas em artrite reumatoide.
O Escore avalia, primariamente, a hiperplasia da membrana sinovial, secundariamente, a

ativacdo de células residentes e estroma sinovial e, por fim, a infiltracdo inflamatoria. Todos 0s
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3 parametros séo graduados de 0-3 (ausente, leve, moderado, severo). Desta forma, o grau de
sinovite é dado de 0-9 por meio da soma dos pardmetros e € classificado como ausente se
graduado como 0 ou 1, leve se graduado como 2 ou 3, moderado se 4,5 ou 6, e grave se 7,8 ou
9. No trabalho dos autores, sdo avaliadas 308 amostras de diversas etiologias, tendo a artrite
reumatoide escores significativamente maiores do que os de OA.

Oehler et al.>3, em 2002, estudam diversas biopsias de membrana sinovial de pacientes
com OA em diversos niveis e comparam com sinovia normal e artrite reumatoide. Em todas as
biopsias derivadas de pacientes com OA, foram observadas alteracdes do tecido sinovial. Um
amplo espectro de alteracdes € encontrado em diferentes estagios da doenca articular
osteoartritica e quatro padrbes basicos diferentes de reagGes sinoviais puderam ser
identificados: (i) hiperplasica, (ii) inflamatéria, (iii) fibrotica e (iv) sinovite rica em detritos. Os
autores mostram que, em todos os casos de doenca articular osteoartritica clinicamente
evidente, houve patologia sinovial significativa associada, sugerindo um papel patogénico
distinto da membrana sinovial também na degeneracdo da cartilagem osteoartritica.

Poole et al.>*, em 2002, revisam o conhecimento sobre a patobiologia da OA e como
ela pode ser investigada, com foco no condrdcito e nas moléculas de colageno que ele produz,
que formam a espinha dorsal endoesquelética da extensa matriz extracelular.

Roberts et al.>®, em 2003, reportam bons resultados reparativos nas LCF tratadas com
boa integracdo da cartilagem formada ao tecido nativo, mas com tecido reparador com
morfologia variavel, variando de predominantemente hialina (22% das amostras de biopsia),
passando por mista (48%), até predominantemente fibrocartilagem (30% das amostras).

Squires et al.>®, em 2003, avaliam 31 joelhos de cadaver sem lesdes meniscais ou
ligamentares para determinar se lesdes focais precoces vistas no envelhecimento exibem
alteracbes moleculares na matriz similar a OA. Os autores quantificam a quantidade de
colageno 1l e proteoglicanos, bem como, a clivagem desses e observam que a quantidade de
colageno 11 e proteoglicanos sdo menores nas areas mais lesadas e adjacentes se comparadas
com areas mais distantes. Os autores sugerem que essas lesdes focais representam o
desenvolvimento de artrose precoce e estdo envolvidas no dano articular progressivo como
parte do desenvolvimento da OA idiopatica.

Miosge et al.>’, em 2004, avaliam a expressdo de colageno em diferentes estagios de
OA por meio de bidpsias analisadas por hibridizagdo “in situ” e imuno-histoquimica. Os
autores encontram aumento da producdo de mMRNA de col&geno I, concluindo que esse tipo de
colageno é um dos fatores envolvidos na patogénese da OA.

Marlovits et al.>8, em 2004, comparam as alteraces na proporcao de colageno tipo | e
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tipo Il em culturas de camada Unica de condrocitos articulares humanos. Como principal
descoberta, 0s autores relatam que a expressao dos genes que codificam o colageno tipo | e Il
foi altamente dependente do tempo e a proporcédo de colageno tipo Il para | (CII/CI), definida
como um indice de diferenciacao celular, foi significativamente maior (215 a 480 vezes) no
inicio da cultura. No final do tempo de cultura experimental, propor¢des entre 0,1 e 1 sdo
alcancadas.

Goessler et al.>°, em 2004, avaliam a expressdo de colageno e proteinas na cartilagem
durante desdiferenciacdo in vitro e concluem que, devido a sua regulacdo positiva em
condrdcitos cultivados, os tipos de colageno 1, 3, 4 e 11, bem como, biglican, fibromodulina e
lumican podem ser marcadores para desdiferenciacdo. Os tipos de colageno 9, 18 e Q, bem
como, decorina e condro-aderina revelam regulacdo negativa e, presumivelmente, representam
marcadores para a diferenciacdo de condrocitos.

Tesche e Miosge®®, em 2004, investigam a distribuicdo tecidual de perlecan, sua relagio
com mRNA e que célula é responsavel por sua produgdo. Os autores concluem que perlecan
estd envolvido na patogénese dos estagios finais de OA e que seus 0S niveis estdo
hiperregulados, especialmente por células alongadas secretoras do tipo 2 em uma area adjacente
ao defeito condral principal, o que pode ser visto como uma tentativa de estabilizar a matriz
extracelular.

Tchetina et al.%t, em 2005, avaliam a relagdo entre a extensdo da degradacdo de
colageno por colagenase, a degeneracdo da cartilagem e a expressdo génica relacionada a
diferenciacdo de condrdcitos em cartilagens patelofemorais de pacientes com lesées muito
iniciais. Os autores descobrem que a degeneracao focal muito precoce na cartilagem articular
do joelho € acompanhada por regulagéo positiva da atividade de colagenases, e expressdo de
genes associados a diferenciacdo de condrdcitos e degradacdo da matriz. Os autores concluem
que a diferenciacdo dos condrdcitos pode estar intimamente relacionada ao desenvolvimento
muito precoce da degeneracao da cartilagem, como ocorre na OA

Benito et al.%2, em 2005, comparam as caracteristicas imuno-histoldgicas selecionadas
de inflamacéo no tecido sinovial de pacientes com OA precoce e tardia. Aumento da infiltrac&o
de células mononucleares e superexpressao de mediadores de inflamagdo séo observados na
OA precoce, em comparagdao com a OA tardia. “Fibroblast Like Synoviocyte” (FLS) isolados
sdo funcionalmente semelhantes em ambos o0s grupos, consistentes com diferencas
microambientais no tecido sinovial durante diferentes fases da OA. Essas observacfes podem
ter implicacOes terapéuticas importantes para alguns pacientes durante a evolugéo inicial da
OA.
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Ding et al.®3, em 2005, fizeram um estudo transversal de 372 pacientes com lesdo
condral e avaliaram a associagcdo com alteracfes radiogréficas, diminuicdo do volume de
cartilagem, espaco articular e quebra de colageno Il. Os autores concluem que defeitos condrais
podem estar associados com ostedfitos e quebra de cartilagem, o que pode levar a diminuigéo
de volume condral e a menor espago articular.

Tchetina et al.%?, em 2005, avaliam a extensdo de clivagem de colageno por colagenases,
deterioracdo de cartilagem e diferencas na expressao génica em pacientes com lesdes de
cartilagem focal patelofemoral. Os autores concluem que lesGes condrais focais sao
acompanhadas de hiper-regulacéo de atividade de colagenases e expressao de genes associados
com diferenciacdo terminal de condrocitos e degradagdo de matriz.

Ayral et al.%* em 2005, avaliam 422 pacientes com artrose medial e concluem que a
presenca de sinovite na sindvia perimeniscal medial é alteracdo comum na artrose medial e
fator preditivo para progressdo da degradacéo da condropatia medial.

Krenn et al.%, em 2006, ampliam a avaliacio e descricdo do escore com uso de 559
amostras mostrando haver diferenca nos escores a depender da etiologia da sinovite dividindo,
principalmente, entre patologias com sinovite de alto grau como artrite psoriatica e artrite
reumatoide e de baixo grau como OA e sinovites pos-traumaticas.

Pritzker et al.>, em 2006, por meio da Sociedade Internacional de Pesquisa em
Osteoartrite (OARSI), observam que o escore desenvolvido por Mankin tinha dificuldades
utilitarias para graus precoces de OA, bem como, problemas com reprodutibilidade e validagédo
dado o fato de que ambos os sistemas prévios de classificacdo utilizaram amostras de casos
avancados de OA. No estudo, é reconhecido o acometimento multitecidual da artrose e que o
0sso subcondral possui papel majoritario em alguns casos especificos de artrose e modelos
experimentais, mas, por motivos praticos, foi decidido focar o escore apenas na cartilagem
articular. Para elaboragdo do escore, o grupo baseou-se em 5 principios (simplicidade,
utilidade, escalabilidade, extensibilidade e comparabilidade) e definiu a aplicabilidade do
escore para 0s seguintes objetivos: identificacao de subgrupos de OA, definicéo de limites para
grupos de pesquisa, avaliagdo de novas caracteristicas e novos marcadores de OA, e avaliacdo
de modelos animais em OA. O escore de OARSI gradua o acometimento histoldgico de 0-6
com base nas principais caracteristicas e critérios associados (reacdo de tecido). No grau 0, a
superficie condral esta intacta, morfologia preservada, matriz condral com arquitetura normal
e células preservadas com orientagdo normal. No grau 1, a superficie esta intacta, porém ha
edema e/ou fibrilagdo superficial, condensacéo focal superficial da matriz, presenca de morte

celular e clusters celulares, e hipertrofia. No grau 2, ja ocorre descontinuidade de superficie.
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No grau 3, h& presenca de fissuras verticais, no grau 4, ha presenca de erosdo, no grau 5,
denudacédo e, no grau 6, deformacdo. Os autores também classificam os estagios de 1-4 a
depender do acometimento horizontal, metodologia a qual torna mais sensivel os estagios mais
precoces. O escore final é dado com o grau multiplicado pelo estagio variando de 0-24.

Nelson et al.%®, em 2006, avaliam a presenca de alteracdes degenerativas precoces em
pacientes com leséo do ligamento cruzado anterior. Os autores analisam e quantificam colageno
de cartilagem de 50 pacientes submetidos a reconstrucdo do ligamento cruzado anterior e
comparam com controles de 21 autdpsias. Os autores nao observam diferengas na quantidade
de colageno tipo 2 durante o periodo do estudo.

Moriya et al.®’, em 2007, avaliam histologicamente e por meio de imuno-histoquimica
o tecido reparativo de 6 pacientes com osteocondrite dissecante ap6s 1 ano de tratamento com
transplante autélogo de condrdcitos. As amostras das biopsias apresentaram uma morfologia
mista de fibrocartilagem e cartilagem hialina em 4 espécies, enquanto em 2 foram observadas
apenas fibrocartilagem. Na analise imuno-histoquimica, a matriz nas camadas média e
profunda foram marcadas positivamente para colageno tipo 2, embora a camada superficial ndo
tenha corado. A concentracdo média de glicosaminoglicanos no tecido cartilaginoso reparativo
foi de 76,6 microg/mg, enquanto na cartilagem normal foi de 108,microg/mg. Apesar da boa
evolucdo clinica dos pacientes, os autores concluem que o tecido reparativo formado é inferior
em relagdo ao tecido condral normal, tanto histologicamente, quanto por meio de imuno-
histoquimica.

Patterson et al.%, em 2007, investigam quais proteoglicanos de sulfato de heparan
(HSPGs) sdo expressos na sinovia da articulagdo do joelho de pacientes com diferentes formas
de artrite e de individuos normais. Os autores concluem que Syndecan-1, -2 e -3 e glypican-4
podem desempenhar um papel na fisiopatologia da artrite, como na migracao e retencdo de
leucécitos e na angiogénese na sindvia cronicamente inflamada. Perlecan é localizado na
camada de revestimento, na camada subsinovial e nas paredes dos vasos sanguineos. Esse
padrdo de coloragéo esta presente nas amostras de sindvia de todos os grupos de pacientes.

Walsh et al.8°, em 2007, avaliam o plato tibial e a sindvia de 62 pacientes submetidos &
prétese total de joelho, e comparam com 31 pacientes do grupo-controle. Por meio da avaliagdo
histologica, os autores encontraram 60% de invasdo de vasos sanguineos na “Zona da mar¢”,
aumento da densidade vascular osteocondral de acordo com a piora da gravidade de lesdo de
cartilagem. Os autores ndo encontram relagdo entre proliferacdo vascular osteocondral e
sinovite, concluindo, desta forma, que o processo de angiogénese sinovial e osteocondral séo

processos independentes.
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Chung et al.”%, em 2008, criam um conceito para reduzir a formacdo de depésitos
fibréticos por meio da inibicdo da automontagem de moléculas de colageno em fibrilas, um
componente importante nas lesdes fibroticas. Utilizando anticorpos monoclonais que se ligam
a regido do telopeptideo de uma molécula de colageno, descobrem que o bloqueio das
interacbes coldgeno/colageno mediadas por telopeptideos reduz a quantidade de fibrilas de
coldgeno acumuladas in vitro e em construgdes organotipicas semelhantes a queloides.
Concluem que a inibicdo das etapas extracelulares do processo fibrotico proporciona uma nova
abordagem para limitar a fibrose em diversos tecidos e 6rgaos.

Melrose et al.”, em 2008, realizam uma revisdo sobre perlecan. Dentre suas interagdes,
0 perlecan sequestra uma série de fatores de crescimento pericelulares (FGFs, PDGF, VEGF e
CTGF) e, por meio deles, promove a sinalizacdo celular, a proliferacdo e a diferenciacdo
celular. Perlecan também interage com uma gama diversificada de proteinas da matriz
extracelular, estabilizando-a e organizando-a, e promovendo a fibrogénese do colageno.
Perlecan é um componente pericelular proeminente das células mesenquimais desde seus
estagios iniciais de desenvolvimento até a maturacdo, formando interconexdes célula-célula e
célula-MEC que sugerem um papel em processos mecanossensoriais importantes para a
homeostase do tecido.

La Prade et al.”?, em 2008, avaliam a aparéncia histoldgica de 10 pacientes com falha
de tratamento condral ap6s osteocondrite dissecante. As amostras foram analisadas por meio
de HE e azul de toluidina além de imunoensaios com anticorpos para colageno I, Il e X. Todas
as amostras foram constituidas primariamente por tecido fibroso e fibrocartilagem. Nenhuma
das amostras foram positivas para colageno X, e todas foram coradas para colageno tipo I. As
amostras foram coradas para colageno tipo Il em 3 casos de microfraturas, 4 casos de
transplante autélogo de condrdcitos e 1 caso de transplante periosteal. Os autores concluem que
a aparéncia histologica de todos os reparos condrais foram similares entre si e todas diferentes
do tecido condral original.

Fosang & Little’®, em 2008, destacam que a degradacéo da matriz condral, sobretudo
da agrecan, pode ocorrer de forma dissociada da modulacéo colagénica, sugerindo que a perda
de proteoglicanos pode preceder ou ndo se associar diretamente a substituicdo de colageno tipo
Il por colageno tipo | em determinados estagios da doenca.

Vasara et al.”*, em 2009, investigam os niveis de metaloproteinases de matriz (MMP-3)
e fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I) no liquido sinovial de pacientes com lesoes
condrais no joelho submetidos ao transplante autélogo de condrdcitos (ACI), comparando 0s

valores antes da cirurgia e um ano apds o procedimento. Apesar dos defeitos condrais estarem
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visualmente preenchidos com tecido de reparo na artroscopia de controle, os niveis desses
biomarcadores permanecem elevados em relacdo aos controles sem lesbes, sugerindo que o
ambiente sinovial continua alterado mesmo ap0ds aparente regeneracao tecidual.

Acebes et al.”, em 2009, correlacionam as lesdes condrais visualizadas por artroscopia
por meio do método de Beguin e Locker com a avaliagdo por microscopia feita pela escala de
Mankin. Os autores encontram uma boa correlacdo entre os escores artroscopicos e histoldgicos
especialmente nos graus menos avangados e concluem que a avaliacdo artroscépica é um bom
método de avaliacdo condral.

Furuzawa et al.’®, em 2009, reconhecem que o colageno tipo | polimerizado é um
regulador negativo da inflamacéo e um biofdrmaco regenerador de tecidos, avaliam o efeito de
colageno | polimerizado em co-culturas de cartilagem e tecido sinovial de pacientes com OA
de joelho, e concluem que esse induziu a regulacdo positiva da proliferacdo de condrocitos e da
producdo de proteinas da matriz extracelular da cartilagem (COMP, colageno tipo Il e
proteoglicanos), bem como, uma citocina anti-inflamatéria (Interleucina 10 [IL-10]) e a
modulacdo negativa de citocinas pré-inflamatorias (IL-1beta e Fator de Necrose Tumoral alfa
(TNF alfa)). E possivel que esse mecanismo possa contribuir para induzir a regeneracio do
tecido e a regulacdo negativa da inflamacéo na OA.

Madry et al.”’, em 2010, descrevem as caracteristicas fisioldgicas do osso subcondral e
reconheceu a anatomia variavel desta estrutura composta por diferentes densidades, espessuras
e composicao. Os autores descrevem o 0sso subcondral como a soma da placa éssea subcondral,
zona da maré, linha cimentada e canais penetrantes na cartilagem calcificada.

Mainil-Varlet et al.”®, em 2010, elaboram um novo sistema pela (ICRS) desenvolvendo
um escore histologico (ICRS I1) contemplando 14 critérios relacionados com fendtipo de
condrocitos e estrutura de tecido. Este novo escore demonstrou menor variabilidade inter e
intraobservador comparado com o escores de MODS (Modified O'Driscoll Scale) e ICRS I. Os
autores concluem que o ICRS Il representa uma melhora na reprodutibilidade dos sistemas
histoldgicos de graduagéo de reparo condral, e que a relevancia clinica e habilidade de predizer
durabilidade de reparo serdo avaliadas ap6s disponibilidade de resultados clinicos de longo
prazo.

Goldring et al.”®, em 2010, descrevem em seu trabalho que diversas abordagens s&o
descritas para padronizar as mudancas ocorridas nos tecidos periarticulares na OA e 0s estudos
avaliados suportam o conceito de que adaptagdes esqueléticas ocorrem antes do aparecimento
de alteracOes detectaveis na cartilagem articular. O autor justifica isso, em parte, devido as

diferentes capacidades dos tecidos em se adaptar a carga mecanica e ao estresse. O autor pontua
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que 0 0sso cortical e trabecular, rapidamente, alteram sua forma em resposta & carga por meio
de remodelamento e mediacdo celular, enquanto os condrécitos possuem capacidade mais
limitada de modificar sua matriz circundante.

Sellam e Berenbaum?®, em 2010, revisam o papel da sinovite na OA e concluem que a
presenca de inflamac&o histoldgica no tecido sinovial da OA e lesGes precoces da cartilagem
na borda da membrana sinovial inflamada sao fortes indicadores de que a sinovite é um fator
essencial na patogénese da OA. A visdo tradicional da OA como uma doenca somente da
cartilagem esta obsoleta. A OA deve agora ser considerada uma doenca de toda a articulacéo
que inclui o tecido sinovial. Osso, cartilagem e membrana sinovial se comunicam por meio de
interacOes célula-célula, por meio da liberacdo de mediadores sollveis e por meio de sinais
mecanicos. A inflamacdo sinovial, apesar de ndo ser um pré-requisito para o desenvolvimento
da OA, esta claramente envolvida na degradacédo da cartilagem e, portanto, na progressao da
doenca. O direcionamento da membrana sinovial inflamatéria deve atrasar ou prevenir danos a
cartilagem articular e a formac&o de oste6fitos, especialmente na OA inicial.

Karsdal et al.2%, em 2010, investigam correlacdes entre degradacio 6ssea e cartilaginosa
em pacientes com OA em funcéo do sexo, escore de Kellgren-Lawrence (KL), indice de Massa
Corporal (IMC), tratamento oral com calcitonina de salmédo (sCT) e variagdo diurna.
Juntamente com os achados de outros estudos publicados, parece que a reabsorcdo 6ssea e a
degradacdo da cartilagem sdo influenciadas em diferentes graus por varias situacdes
fisioldgicas e patoldgicas, bem como, pela ingestdo alimentar e terapia hormonal. O uso de
biomarcadores para avaliar e monitorar a degradacdo desses tecidos-chave pode auxiliar na
identificacdo precoce de oportunidades de tratamento para a OA.

Madry et al.2, em 2011, demonstram em modelos experimentais que, mesmo na
presenca de fibrose sinovial ou de sinovite, a expressdo dos colégenos tipo Ill e V pode ndo
acompanhar proporcionalmente a gravidade inflamatdria.

Widuchowski et al.3, em 2011, avaliam por uma média de 15,3 anos e por meio dos
questionarios Womac, Lysholm e Tegner a historia natural de 4.121 pacientes, sendo que 37
pacientes possuiam LCF grau 4 ndo tratada. AlteracGes artriticas foram encontradas em 39%
dos pacientes e ndo foi observada diferenga em relacdo a gravidade da OA em paciente com
lesdo prévia e nos ausentes de lesdo prévia. Os autores concluem que lesdes condrais focais
severas isoladas néo tratadas tém influéncia limitada no resultado clinico e desenvolvimento
de OA.
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Song et al.8%, em 2011, comparam as caracteristicas de cartilagem e de osso subcondral
entre planalto lateral e medial para determinar o papel da zona calcificada e subcondral na
patogénese da OA. Os autores concluiram que o0 0sso subcondral pode ter papel importante na
origem e progressdo da OA.

Wei et al.8%, em 2021, avaliam a sindvia normal, a qual pode ser dividida em intima e
subintima. A intima compreende de uma a trés camadas de FLS colunares especializados, que
sdo intercalados com macrofagos, enquanto a subintima consiste em varios tipos de tecidos
conjuntivos, como colageno denso fibroso, tecido adiposo ou colagenos soltos; esta camada é
rica em colageno tipo | e 11l e suprimento sanguineo microvascular, acompanhada por vasos
linfaticos e fibras nervosas, mas € relativamente acelular.

Scanzello e Goldring®, em 2012, revisam o papel da sinovite na patogénese da OA
concluindo que ha evidéncias crescentes de que a inflamacéo sinovial desempenha um papel
critico nos sintomas e na progressao estrutural da OA. Ressaltam, também, que a sinovite
demonstrou estar correlacionada com a gravidade dos sintomas, taxa de degeneracdo de
cartilagem e formacéo de ostedfitos.

Madry et al.® em 2012, realizam uma revisdo das bases moleculares e das
caracteristicas histopatologicas da OA precoce. Os autores concluem que uma melhor
compreensdo dos mecanismos da OA precoce pode ser fundamental para o desenvolvimento
de terapias reconstrutivas mais direcionadas neste primeiro estagio da doenga.

Sekiya et al.8", em 2012, identificam que o nimero de células mesenquimais no liquido
sinovial foi correlacionado a degeneracdo da cartilagem avaliada por artroscopia nos joelhos
com lesdo do LCA. O numero de células mesenquimais aumenta juntamente com a
classificacédo radioldgica da osteoartrite.

Wei et al.?’, em 2013, avaliam a quantidade de colageno Il no liquido sinovial em
pacientes com lesdo condral e OA encontrando diferengas na concentracdo de HELIX-2 entre
0S casos mais iniciais e mais graves de lesdo condral de acordo com a classificacdo de
Outerbridge.

Kaneko et al.®, em 2013, estudam, por meio de modelo animal, o papel do Perlecan
sinovial na formagdo de osteofitos. O estudo ndo observou diferenca em degradacédo condral e
sinovite entre os ratos que ndo expressavam Perlecan e o grupo-controle, porém notou menor
formacdo de ostedfitos nos animais que ndo expressavam perlecan, concluindo que o perlecan
sinovial tem fator contribuinte na formagdo de osteofitos na OA, bem como, modula a

proliferagéo celular.
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Felson et al.%% em 2013, defendem em seu artigo que a OA é quase sempre causada
pelo aumento de forgas fisicas e por lesdo induzida mecanicamente aos tecidos articulares. O
autor conclui que tratamentos que corrigem a biomecanica tém efeitos favoraveis duradouros
sobre a dor e a funcdo articular, em comparagdo com tratamentos que suprimem a inflamacao,
que tém apenas efeitos temporarios.

Kerna et al.*, em 2014, investigam a possivel associacdo entre a expressdo de
ADAM12 (desintegrina A e metaloproteinase 12) na membrana sinovial e a sinovite histolégica
de pacientes com OA radiogréafica do joelho. Os autores sugerem que ADAM12 pode estar
relacionada ao desenvolvimento de sinovite associada a OA, especialmente na ocorréncia de
fibrose pos-inflamatoria.

Xia et al.%!, em 2014, expdem em sua publicacdo que, na evolucdo da OA, ocorrem
mudanc¢as na composicdo da cartilagem articular com estimula¢do a producdo de fatores
catabdlicos pelos condrdcitos, ruptura da rede de colagenos e proteoglicanos com a presenca
de apoptose celular de condrdcitos e perda de integridade da cartilagem.

Rotterud et al.*”, em 2014, por meio de estudo exploratdrio, demonstram que pacientes
com lesdo focal da cartilagem do joelho apresentaram concentracdes mais altas de CTX-II
urinario do que individuos saudaveis.

Ene et al.%2, em 2015, analisam amostras de sindvia de pacientes com osteoartrite em
fases iniciais e avancadas, destacando que, mesmo nos estdgios iniciais, houve sinovite
significativa com infiltrado mononuclear, fibrose difusa, espessamento da camada sinovial e
neoangiogénese.

Remst et al.*, em 2015, discutem fatores que foram relatados como envolvidos na
fibrose sinovial na OA. O objetivo do estudo € obter ideias sobre como esses fatores contribuem
para o processo fibrético e determinar os melhores alvos para terapia na fibrose sinovial.

Petersen et al.>3, em 2016, hipotetizam que marcadores de turnover de colageno tipo |
ou Il podem refletir a gravidade da sinovite e fibrose sinovial, que é altamente correlacionada
com a sensibilidade a dor da OA. Fragmentos de colagenos tipo I, 1l e Il foram, entdo,
investigados no sangue de pacientes com OA em compara¢do com o sangue de individuos-
controle, revelando aumento da degeneracdo do coldgeno tipo | e I, e diminuicdo da
degeneracéo do colageno tipo 11, que foi altamente correlacionada com hiperalgesia localizada

em resposta a estimulacao por presséo.
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Waldstein et al.*, em 2016, analisam as propriedades biomecanicas da cartilagem
articular em diferentes graus de degeneragdo, utilizando o escore histologico da OARSI em
amostras humanas obtidas in vivo. Um dos achados centrais sdo como as alteracbes
biomecanicas — como a reducdo dos modulos de agregacdo e de rigidez dindmica da
cartilagem — progridem de forma mais acentuada entre os estagios iniciais (OARSI 0 a 2), mas
tendem a se estabilizar ou apresentar menor diferenga estatistica entre os estagios mais
avancados (graus 3 e 4).

Dell’Isola et al.%®, em 2016, identificam seis grupos distintos que devem ser explorados
na tentativa de melhor definir fenétipos clinicos na populagcdo com OA.. Por meio de sintese
qualitativa de evidéncias, seis fenotipos foram identificados: 1) dor crénica na qual mecanismos
centrais (por exemplo, sensibilizacdo central) sdo proeminentes; 2) inflamatorio (altos niveis
de biomarcadores inflamatorios); 3) sindrome metabolica (alta prevaléncia de obesidade,
diabetes e outros distUrbios metabolicos); 4) metabolismo dsseo e cartilaginoso (alteragdo no
metabolismo do tecido local); 5) sobrecarga mecénica caracterizada, principalmente, por
desalinhamento em varo e doenca do compartimento medial; e 6) doenca articular minima
caracterizada como sintomas clinicos menores com progressao lenta ao longo do tempo.

DiBartola et al.%®, em 2016, investigam diferentes técnicas de reparo de cartilagem e
demonstraram que os tecidos reparadores oriundos de transplante osteocondral aut6logo
apresentaram maior proporcdo de cartilagem hialina em comparagdo com as demais técnicas
analisadas.

Meéthot et al.¥”, em 2016, comparam a eficacia e a seguranca do BST-CarGel com a
microfratura isolada apés 1 ano. O estudo demonstra que o tratamento com BST-CarGel resulta
em melhores caracteristicas estruturais e celulares do tecido de reparo ap6s 1 ano em
comparagdo com a microfratura isolada, corroborando os resultados previamente relatados por
meio de ressonancia magnética quantitativa.

Guermazi et al.#, em 2017, avaliam por meio de ressonancia 359 joelhos e comparam a
presenca de novas lesdes condrais em um compartimento com LCF prévia e com grupo-
controle com compartimentos sem lesdo condral. Apds 30 meses de intervalo entre a avaliacdo
inicial e final, os autores concluiram que a presenca de defeito condral focal superficial ou
profundo em uma sub-regido Unica de um compartimento aumenta o risco de ocorrer nova leséo
condral em outras sub-regiées do mesmo compartimento.

Aho et al.%, em 2017, reconhecem a importancia do osso subcondral e, com base em
estudos prévios®®1%2 de acometimento do osso subcondral, elaboram um escore especifico para

analise de osso subcondral na artrose. Eles propuseram um sistema de classificacdo em 4
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estagios variando de 0-3. O grau O representa 0 menor grau de inviolabilidade do 0sso
subcondral em que ndo ha esclerose subcondral e a placa subcondral é fina. O grau 1 apresenta
leve esclerose subcondral e ha aumento de volume dsseo, ainda ha fenestras de 0sso subcondral
conectando medula 6ssea com cartilagem articular, espessamento de 6ssea subcondral pode ser
visto bem como alteragdes estruturais da placa subcondral. O grau 2 é caracterizado por um
aumento substancial de volume e esclerose do osso subcondral. Fibrilagdo da placa 6ssea
subcondral pode ser vista e ndo ha conexdes abertas entre 0sso esponjoso e cartilagem articular.
O grau 3 representa o estagio final da OA com esclerose subcondral severa e aumento massivo
de volume dsseo subcondral.

Mobasheri et al.}®®, em 2017, resumem as implicacGes de artigos relacionados a
marcadores bioquimicos publicados. Houve um progresso constante na pesquisa de
biomarcadores para osteoartrite, sendo novos biomarcadores identificados e novas tecnologias
desenvolvidas para medir os biomarcadores existentes. No entanto, ndo houve um "salto
quéantico” e a identificacdo de novos biomarcadores precoces para a OA continua desafiadora.
No ultimo ano, a OARSI publicou um conjunto de recomendac@es para o uso de biomarcadores
solGveis em ensaios clinicos, o que representa um grande avanco no uso clinico de
biomarcadores para OA e um bom pressagio para o desenvolvimento futuro de biomarcadores
para OA.

Atayde et al.1®*, em 2018, avaliam a hipotese de que a administracéo oral de colageno
V modula a inflamacdo e a remodelacdo da sinovite experimental, evitando a destruicao
articular. Os autores concluiram que a suplementacédo de Col V diminui a inflamacéo sinovial
e a resposta fibrotica, possivelmente pelo aumento da apoptose de células inflamatorias.

Houck et al.>, em 2018, realizam uma revisio de literatura para determinar se a presenca
de lesGes condrais focais aumentam o risco de progressdo para OA. Foram avaliados 8 estudos
contendo 1.425 joelhos, todos com nivel 3 de evidéncia. Foi observada uma piora da leséo
condral ou presenca de lesdes condrais adicionais em 4 estudos. A progressao de leséo foi mais
comumente vista na articulacdo patelofemoral ou no compartimento femorotibial medial, mas
ndo foi associada ao desenvolvimento de OA na avaliacdo radiogréafica de Kellgren e Lawrence.
A avaliagdo por ressonancia mostrou aumento no conteudo de &gua, deterioracdo condral e
perda de proteoglicanos no compartimento medial e lateral. Os autores concluem que pacientes
com LCF estdo mais susceptiveis a ter progressdo da lesdo condral, embora alguns estudos nao
demonstrem a presenca de OA ap0s 2 anos de seguimento.

Alguns estudos??2%, em 2019, mostram que a fibrose sinovial é uma das causas mais

importantes de rigidez articular, hiperplasia sinovial e diminui¢éo de funcédo, que sdo sintomas
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comuns em OA moderada e grave, e, também, confirmam que uma pontuacdo de fibrose
sinovial mais alta est4 correlacionada com pontua¢bes mais baixas para o grau Kellgren
Lawrence, o que indica que a fibrose sinovial pode estar negativamente associada aos sintomas
clinicos da OA.

Garcia et al.1%, em 2020, examinam as células do liquido sinovial, determinando sua
capacidade condrogénica ap6s expansdao da cultura e estabelecendo os fenotipos dos
subconjuntos de macrofagos em células ndo cultivadas. Os autores concluem que o conteido
celular do liquido sinovial de pacientes com les6es focais da cartilagem é composto por uma
populacdo heterogénea de células reparadoras e inflamatdrias, e pontuam que investigaces
adicionais sdo necessarias para compreender o papel desempenhado por essas células na
tentativa de reparo e no processo inflamatorio em articulacdes doentes.

Li et al.1%, em 2020, por meio de estudo em modelo animal de artrose, identificam que
a decorina retarda a perda de agrecan e a fibrilagdo da superficie da cartilagem, desempenhando
um papel protetor na atenuacdo da degeneracao cartilaginosa.

Han et al.!%’, em 2021, avaliam a atividade de decorina e biglycan em ratos na
progressao de um modelo animal de artrose pos-traumatica. Apos compararem o fendtipo de
OA de ratos com a supressao génica da expressdo de cada proteoglicano, os autores concluem
que a decorina apresenta um papel mais importante na regulacdo da degradacdo da cartilagem,
enquanto o biglycan é mais importante para a regulacdo da estrutura do osso subcondral.

Ozler et al.1® em 2021, avaliam os niveis séricos e no liquido sinovial de decorina em
pacientes com OA do joelho e grupo-controle a fim de investigar se esses niveis estavam
associados a OA e a pontuacdo da Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis
(WOMAC). Os autores observam uma correlagéo positiva entre o nivel de decorina sérica e a
pontuacdo WOMAC, concluindo que o aumento nos niveis de decorina sérica pode ser
indicativo de alteragcBes na estrutura da matriz extracelular é considerado fator de risco
associado a OA. O nivel de decorina no liquido sinovial, no entanto, ndo foi associado a OA.

Alcaide-Ruggieto et al.1%®, em 2021, revisam os papéis dos diferentes tipos de colageno
na cartilagem normal e no contexto de reparac¢do condral. Os autores concluem que existem
muitos tipos de colagenos presentes na cartilagem articular, tanto colagenos principais quanto
secundarios, todos cruciais para manter a satde da cartilagem. Para determinar com preciséo a
qualidade do tecido de reparo apds uma lesdo condral, a estrutura completa do tecido de
cartilagem reparado, incluindo células e seu ambiente e tipos de coladgeno principais e
secundarios na MEC, deve ser incluida nos métodos de avaliacéo histopatoldgica.
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Garcia et al.'°, em 2021, investigam a imunolocalizagio de perlecan e colageno em
bidpsias de defeitos na cartilagem articular humana, que foram reparados naturalmente ou por
meio de terapia celular autéloga, comparando-as com cartilagem normal de individuos da
mesma faixa etaria. Em tecidos reparados, tanto naturais quanto com terapia celular, em que
havia presenca de cartilagem hialina, o perlecan localiza-se, predominantemente, nas regides
pericelulares, mas de maneira mais intensa do que na cartilagem normal.

Zhang et al.?8, em 2021, resumem o consenso de trabalhos clinicos, patoldgicos e 0s
possiveis alvos terapéuticos para fibrose sinovial na OA. Em relacdo a interdependéncia de
sinovite e fibrose sinovial, concluem que os estudos atuais ndo podem concluir se a presenca
de fibrose sinovial pode causar sinovite de forma independente ou que a presenca de fibrose
sinovial possa ocorrer de forma independente a sinovite. O fato de ndo se saber quem vem
primeiro, continua a estimular pesquisas. Em relagcdo ao envolvimento de fibrose sinovial na
OA, concluem que a fibrose sinovial associada & OA deve ser identificada como o acimulo de
coladgeno sob condicBes patoldgicas, dominado pela remodelacdo anormal dos tipos de
colageno | e 11l na subintima, juntamente com angiogénese e invasao nervosa. Portanto, no
estudo de fibrose sinovial, angiogénese e invasdo nervosa também devem ser consideradas.
Concluem, também, que a secrecdo anormal de células sinoviais forma a base patoldgica da
fibrose sinovial devido aos efeitos inerentes da matriz extracelular como um fator patogénico
e estimulos biomecéanicos envolvidos na OA. O ambiente de colageno subsequente apresenta
um estado fibrético com alteracGes na permeabilidade sinovial e propriedades mecanicas, o que
pode causar dor e rigidez nas articulacdes da OA. Em relacéo a origem da fibrose sinovial, 0s
autores pontuam que a fibrose normalmente se origina a partir de um reparo anormal do tecido
em resposta a cicatrizacdo de feridas. Os fibroblastos ativados por multiplos sinais
desempenham um papel central neste processo, diferenciam-se em miofibroblastos e secretam
moléculas de matriz para reconstruir a estrutura da matriz extracelular. Qualquer fator de risco
para a OA primaria, como envelhecimento, hipoxia, alteragdes no ambiente da MEC e estresse
mecanico, pode desempenhar um papel semelhante na fibrose sinovial.

Evidéncias de pesquisa direta sobre fibrose sinovial (FS) em OA e estudos relacionados
sugerem o seguinte: (1) A fibrose é o resultado da inflamac&o. N&o esté claro se o processo
continuo de FS tem um efeito patogénico na OA, especialmente em relacédo a dor. Se for assim,
uma intervencao eficaz para retardar a progressao da fibrose é necessaria, mesmo que a fibrose
seja irreversivel, pois a maior vantagem é a melhora da funcdo articular e o alivio dos sintomas
da OA. (Il) Embora tenhamos algum entendimento das mudangas ambientais da MEC e do

mecanismo pelo qual elas estdo envolvidas no processo patoldgico de FS associado a OA, nosso
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conhecimento desse mecanismo patoldgico ainda € insuficiente. A angiogénese e a invasdo
nervosa, provavelmente, tm uma forte correlacdo com o processo patologico de FS e podem
estar envolvidas no desenvolvimento de FS, o que merece maior exploracao. (111) A pesquisa
existente sobre os alvos farmacodinamicos e os efeitos de intervencdo da FS ndo é suficiente,
e mais exploracdo ainda é necessaria no futuro. Notavelmente, o uso combinado de
medicamentos antifibroticos tem alto potencial durante a terapia anti-inflamatoria para OA.

Acevedo et al.!'!, em 2021, investigaram as diferencas celulares e moleculares entre
areas centrais e periféricas de lesdes cartilaginosas traumaticas em humanos, correlacionando
essas caracteristicas com o estado inflamatorio sinovial. Em 42 pacientes com lesdes condrais
focais, os autores demonstraram que, mesmo em articulacGes altamente inflamadas, 0s
condrécitos da periferia da lesdo exibem expressbes marcadamente maiores de colageno
tipo II/l e agrecan/versican, além de niveis significativamente inferiores de MMP-13 e
ADAMTS-5, em comparagdo com os condrocitos centrais da area lesada.

Tschaikowsky et al.''?, em 2022, avaliaram a mudanca de espessura e composicio de
colageno na OA por meio de microscopia, imunofluorescéncia e microscopia eletrénica. Os
autores encontraram reducdo da espessura das fibras colagenas tipo Il provavelmente devido a
formacéo de colageno tipo I rico em fibrocartilagem nos casos de artrose leve e sugerem que a
determinacéo da espessura de fibras coldgenas seja um novo marcador para detec¢do de artrose
precoce e um novo caminho para o tratamento da artrose.

Moretti et al.*®, em 2022, revisaram os biomarcadores mais relevantes no estudo da
OA. Proteoglicanos como agrecan e decorina foram encontrados significativamente reduzidos
na OA e alguns biomarcadores demonstraram ser Uteis para estadiar a temporalidade da OA: a
periostina apresentou-se aumentada na OA inicial, enquanto CRTA1 e metaloproteinases
(MMPs) mostraram-se aumentadas em estagios avancados da OA. No contexto da regeneracdo
tecidual natural, o colageno tipo 11 foi encontrado aumentado na OA precoce, mas reduzido na
OA tardia.

Ali et al.}4 em 2022, investigaram o proteoma e a interagio pareada entre proteinas no
liquido sinovial de pacientes com OA avancada de joelho (submetidos a artroplastia), OA inicial
de joelho (submetidos a artroscopia por lesdo meniscal degenerativa) e controles falecidos sem
OA de joelho. As amostras de liquido sinovial foram analisadas utilizando espectrometria de
massa de Ultima geracdo. Foi observado que mais proteinas estavam aumentadas na OA inicial
em comparagdo aos controles do que na OA avangada em comparagdo aos controles. Para a
maioria dessas proteinas, as variages de expressao entre OA avangada e controles e entre OA

inicial e controles foram notavelmente semelhantes, sugerindo possivel envolvimento no
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processo patoldgico da OA. Além disso, este estudo demonstrou, pela primeira vez, padrdes
distintos de coexpressao proteica, indicando que a interacdo entre os componentes proteicos é
aumentada na OA inicial e perdida na OA avancada. Esses achados reforcam que futuros
esforcos devem concentrar-se nas fases mais precoces da doenga, em vez de nos estagios mais
avancados tradicionalmente estudados.

Wei et al.?t, em 2023, analisaram a situacéo atual da pesquisa sobre a biologia da matriz
extracelular sinovial, e discutiram o papel e 0 mecanismo dessa no estado fisiologico e na OA,
resumindo as estratégias atuais para diagnostico e tratamento da OA.

Kasaeian et al.!*®, em 2023, realizaram uma revisio das técnicas de imagem disponiveis
e emergentes usadas para avaliar as alteracGes 6sseas subcondrais relacionadas a OA do joelho.
Os autores concluiram que, apesar da caréncia de tratamento farmacolégico modificador de
doenca para OA, a familiaridade com as diversas modalidades de imagem disponiveis e
avancadas, certamente, ajudard na otimizacdo dos protocolos de imagem para avaliacdo de
potenciais tratamento modificadores de doenca e seu efeito protetor na OA do joelho em futuras
investigacdes clinicas.

Falkenlove et al.?5, em 2023, realizaram um estudo com o objetivo de investigar o perfil
de biomarcadores da MEC em sinovidcitos semelhantes a fibroblastos (FLS) de pacientes com
OA em resposta ao fator de crescimento articular TGF-B1 e investigar o efeito de um tratamento
antifibrético ou anti-inflamatério em biomarcadores de fibrose. O TGF-B1 induziu uma
resposta fibrética em sinoviécitos semelhantes a fibroblastos de pacientes com OA,
caracterizada por niveis aumentados de colageno tipo I, Il e VI. Essa resposta fibrética foi
reduzida pelo antifibrético Nintedanibe e pelo inibidor de JAK Tofacitinibe. Esses achados
indicam que os inibidores de JAK podem possuir propriedades antifibroticas e podem ser
explorados como tratamentos antifibroticos na fibrose sinovial.

Sandhu et al.''®, em 2023, revisaram e forneceram uma visdo geral concisa de estudos
recentes sobre OA usando quatro classes de biomarcadores potenciais para medir a incidéncia
da doenca, estadiamento, prognéstico e eficicia da intervencdo terapéutica. Os autores
incentivaram estudos que investigam a convergéncia de biomarcadores de diferentes fluidos
para que haja intersecdo de biomarcadores locais, sisttmicos e excretados para 0 manejo da
OA. Os autores concluem que investigar populacdes de OA para gerar modelos utilizando
multiplas entidades moleculares, seria Gtil para definir e refinar ainda mais quais biomarcadores
de OA estdo mais associados com cada subtipo diferente de OA.

Sampath et al.1¥’, em 2023, revisaram o conhecimento atual sobre a contribuigio da

sindrome metabolica e seus varios componentes para a patogénese e progressdo da OA. Os
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autores constatam que houve uma mudanca de paradigma na forma como a patogénese da OA
é percebida e ressaltam a necessidade de abordar a sindrome metabdlica e seus fatores de risco
modificaveis no tratamento da OA metabdlica. A inflamacdo cronica de baixo grau orquestrada
por varias adipocinas e citocinas pré-inflamatorias associadas a obesidade, e a homeostase
desregulada de lipidios e glicose estdo entre os principais fatores que impulsionam a patogénese
da OA associada a sindrome metabdlica. Concluem que a identifica¢do de papéis-chave para
varios reguladores metabolicos na patogénese da OA abriu novos caminhos no reconhecimento
de alvos terapéuticos e no desenvolvimento de novos tratamentos para o tratamento da OA
metabdlica.

Taheri et al.'®®, em 2023, identificaram uma rede tridimensional de microcanais
subcondrais que conecta a zona profunda da cartilagem a medula 6ssea. Seus dados apontaram
para um alargamento da rede de microcanais do 0sso subcondral e uma deterioracédo estrutural
coletiva do osso subcondral na OA idiopatica inicial.

Alcaide-Ruggiero!'®, em 2023, revisaram diversos artigos!?°-128 e estabeleceram uma
visdo geral dos proteoglicanos como moléculas primarias da cartilagem articular. Os autores
descrevem os diferentes tipos de proteoglicanos presentes tanto na cartilagem saudavel quanto
na cartilagem lesionada, destacando seus respectivos papéis. Além disso, a revisdo enfatiza a
importancia da avaliagdo dos proteoglicanos para determinar a qualidade do tecido articular
reparado e conclui com uma descric¢do visual e narrativa da distribuigéo e presenga do agrecan
na cartilagem saudavel.

Davidson et al.'?°, em 2024, avaliaram sessenta e cinco pacientes com lesdes agudas
unilaterais do LCA submetidos a exames de ressonancia magnetica bilateral do joelho em até
1 més apos a lesdo. Os autores observaram apés a lesdo do LCA dano condral inicial e
sustentado afetando, predominantemente, o compartimento tibiofemoral lateral, mas a
degeneracdo condral longitudinal também ocorreu em outros compartimentos do joelho
lesionado e contralateral.

Olah et al.™*°, em 2024, categorizaram a progressdo temporal das alteracbes 6sseas
subcondrais induzidas pelo comprometimento da integridade do menisco em modelos murinos
e ratos de osteoartrite (OA) de joelho. Os autores observaram uma perda precoce de elementos
trabeculares subarticulares mais finos, seguidos por uma esclerose subsequente de todo o0 0sso
subcondral ocorrendo paralelamente a degeneracéo progressiva da cartilagem articular.

Takahashi et al.'*!, em 2024, em um modelo experimental de osteoartrite induzida por
desestabilizacdo do menisco medial em ratos, demonstraram que alteragdes moleculares
significativas — como aumento da expressao de MMP-13, ADAMTS-5, Gremlin-1 ¢ HYBID
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(hyaluronan binding protein involved in hyaluronan depolymerization) — ocorrem ja nas
primeiras 24 horas ap06s a lesdo, antecedendo alteracdes morfoldgicas visiveis na cartilagem.

Trengove et al.'®, em 2024, estabeleceram um modelo “ex vivo” de reparo da
cartilagem, dinamicamente carregado, utilizando explantes de cartilagem humana. Esse modelo
foi utilizado para avaliar a eficacia de uma terapia com células-tronco, administrada por meio
de um hidrogel bioadesivo composto por gelatina metacrilato (GelMA) e transglutaminase
microbiana para reparar o defeito-modelo. Esse modelo ex vivo tem o potencial de postergar a
necessidade de estudos pré-clinicos dispendiosos e oferecer uma avaliacdo mais detalhada das
estratégias de reparo da cartilagem do que seria possivel “in vivo”.

Gottreich et al.'®3, em 2024, em sua revisdo sistematica, destacaram que alteragGes
moleculares no microambiente sinovial de pacientes submetidos a artroscopia e reconstrucéo
do LCA - incluindo niveis de citocinas inflamatdrias, metaloproteinases e mediadores
anabdlicos e catabdlicos — podem refletir o estado bioldgico da articulagdo e impactar na
resposta a cirurgia. Biomarcadores como IL-6, MMP-3, TNF-a e outros mostraram correlagdo
com dor persistente, degeneracdo condral acelerada ou resultados funcionais inferiores.

Zhang et al.?*, em 2025, avaliaram o efeito do plasma rico em plaquetas (PRP) na
fibrose sinovial e na degeneracdo de cartilagem na OA. Os autores concluiram que o uso do
PRP pode agravar a fibrose sinovial, mas possuiu um efeito inibitério da degradacdo de
cartilagem.

Ge et al.'**, em 2025, investigaram as alteracdes nas vias metabolicas de pacientes com
OA por meio de analises metabol6micas e protebmicas, e exploraram os potenciais mecanismos
subjacentes a osteogénese sinovial durante a progressdo da OA. Os autores encontraram
aumento da expressdo de colageno tipo | na membrana sinovial e a elevacao da atividade da
fosfatase alcalina, confirmando a ocorréncia de osteogénese, potencialmente impulsionada pela
diferenciacdo de fibroblastos sinoviais, células-tronco mesenquimais e condrocitos
hipertréficos.

Liao et al.?®, em 2025, investigaram o papel da via de sinalizagdo PI3K/AKT na fibrose
sinovial e no tratamento LIPUS (low-intensity pulsed ultrasound) na fibrose sinovial. Os
resultados revelaram que o LIPUS retardou a progressdo da OA. A coloragdo de Masson
revelou que o LIPUS reduziu a deposicéao de colageno no tecido sinovial em ratos com OA. Da
mesma forma, a imunofluorescéncia demonstrou que o LIPUS diminuiu significativamente a

expressao de a-SMA, Collal e Col3al em ratos com OA.
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Lawrence et al.13, em 2025, realizaram uma revisio destacando varios biomarcadores
na OA, enfatizando seus potenciais papéis no diagnostico precoce e no desenvolvimento
terapéutico. Ao identificar e analisar esses biomarcadores, os autores acreditam estar
compreendendo a patogénese da OA, abrindo caminho para um manejo mais eficaz dessa
condicédo debilitante. Os autores concluem que estudos adicionais sdo necessarios para validar
em populacBes maiores e mais diversas, e estabelecer a relagdo temporal entre os niveis de

biomarcadores e a progressao da doenca.
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4 METODOS

41  DESENHO, LOCAL E FORMATO DO ESTUDO

Este estudo de corte transversal comparativo foi realizado no Instituto de Ortopedia e
Traumatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o
Paulo (10T HC FMUSP), e as anélises morfologicas, histoquimicas e de imunofluorescéncia
foram realizadas no Laboratorio de Matriz Extracelular da Disciplina de Reumatologia da
Faculdade de Medicina da USP com a colaboracdo do Laboratério de Técnicas Histolégicas do
Departamento de Patologia da FMUSP. O estudo foi aprovado pelo comité de ética e pesquisa
nimero 2.725.612 (Anexo A). Foi obtido também consentimento informado dos pacientes

incluidos (Anexo B).

4.2  CALCULO AMOSTRAL E CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

As amostras e 0s grupos foram definidos com base nas informacdes a seguir:

4.2.1 Calculo amostral

O desfecho primario utilizado foi a diferenca entre grupos (LCF vs OA) na expressao
sinovial de colageno. Conforme recomendado por Moore, em 2022, a utilizacdo de 10 amostras
por grupo é adequada, com base nas diferencas previamente descritas na sindvia humana®. O
tamanho amostral foi estimado para teste t bicaudal, considerando um nivel de significancia de
5% (a.=0,05) e poder estatistico de 80% ( = 0,20). Cabe ressaltar que a obtencdao de amostras
teciduais humanas é um fator limitante, e diversos estudos prévios de carater histolégico em
osteoartrite empregaram séries com 8 a 15 casos por grupo, reconhecendo a dificuldade pratica
de alcancar grandes nimeros de pacientes!260:62.7298136-139 Agsim a amostra final adotada neste
estudo (LCF, n =9; OA, n = 11; controle, n = 4) encontra-se em consonancia com a literatura
internacional e foi considerada adequada para atender aos objetivos analiticos propostos,

garantindo poder suficiente para detectar diferencas relevantes nos principais desfechos.

4.2.2 Critérios de incluséo

Os pacientes foram classificado nos grupos conforme os critérios de inclusdo a seguir:
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X/
°e

K/
L X4

Grupo OA:

OA de joelho com classificacéo radiografica de Kellgren/Lawrence(KL)°
superior a 3;

Idade maior do que 60 anos;

Em programacédo para cirurgia de artroplastia total de joelho no IOT HC FMUSP
por falha no tratamento conservador;

Auséncia de doenca inflamatdria articular, infeccéo articular prévia e cirurgia

prévia na articulacéo.

Grupo LCF:

LCF grau Il ou IV pelo escore de Outerbridgel**!42 unipolar, Gnica no
compartimento afetado, conforme avaliacdo por ressonancia magnética;

Idade menor do que 60 anos;

Auséncia de OA de joelho e de defeito 6sseo focal avaliadas por radiografias e
ressonancia magnética;

Em programacdo de tratamento cirdrgico de lesdes ligamentares, meniscais e
condrais no I0OT HC FMUSP;

Auséncia de doenca inflamatoria articular, infecgdo articular prévia e cirurgia
prévia na articulacao;

Menos de 6 anos de evolugdo da lesé&o.

Grupo-controle:

Em programacéo para cirurgia de joelho no IOT HC FMUSP;
Idade entre 20-40 anos;

Auséncia de comorbidades clinicas;

Auséncia de doenca inflamatoria articular, infecgdo articular prévia,
cirurgia prévia na articulacéo;

Auséncia de artrose no joelho;

Auséncia de lesdo condral no joelho.
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4.2.3 Critérios de exclusao

Foram critérios de exclusé@o para 0s grupos:

e Auséncia de consentimento para bidpsia de material bioldgico para anélise;

e Na&o realizacdo de cirurgia programada por qualquer motivo.
4.3 CARACTERIZACAO DOS GRUPOS DE ESTUDO

4.3.1 Grupo LCF

A idade dos pacientes pertencentes ao grupo LCF variou entre 19 e 56 anos, com média
de 33,1 anos.

No grupo LCF, 6 pacientes eram higidos, 1 paciente apresentou hipotireoidismo, 1
paciente era tabagista e 1 paciente era hipertenso, obeso e diabético tipo I (DM).

Foram incluidos no grupo LCF 4 joelhos esquerdos e 5 joelhos direitos.

Abaixo, observam-se exemplos de exames de imagem para selecdo dos casos de leséo

condral com subsequente imagem radiografica mostrando auséncia de artrose (Figura 1).
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Figura 1 - Imagem ilustrativa de exames radiol6gicos nos casos selecionados para 0 grupo
LCF. Observam-se variedades de lesdes condrais observadas pela descontinuidade
do tecido condral (grau Il ou grau V), em alguns casos, j& com edema 0sseo

associado. Nota-se auséncia de artrose radiografica na terceira coluna.

Fonte: Producéo do prdprio autor.

4.3.2 Grupo OA

A idade dos pacientes variou de 63 a 91 anos, com média de 70,72 anos.

No grupo OA, 8 pacientes apresentaram hipertensao arterial sisttmica (HAS) elevada,
1 paciente era etilista, 2 pacientes apresentaram hiperplasia prostatica benigna (HPB), 2
pacientes apresentavam DM, 3 pacientes apresentaram dislipidemia (DLP), 2 pacientes eram
obesos e 1 apresentava enfisema pulmonar. Foram incluidos no grupo OA 5 joelhos esquerdos

e 6 joelhos direitos.
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Todos os pacientes do grupo OA foram classificados como Kellgren e Lawrence 4.
Abaixo, observam-se exames de imagem de paciente do grupo OA com artrose
grave(KL>3) de joelhos (Figura 2).

Figura 2 - Imagens radiograficas demonstrativas dos pacientes selecionados para o grupo OA.
Nota-se diminuicdo de espaco articular, osteofitos, esclerose subcondral e

deformidades 0sseas.

Fonte: Producéo do prdprio autor.

4.3.3 Grupo controle

A idade dos pacientes incluidos no estudo variou no grupo-controle de 22 a 37 anos com
média de 31,5 anos. Em relacdo as comorbidades, todos os pacientes do grupo-controle
negaram patologias de saude. Foram incluidos no grupo-controle 3 joelhos esquerdos e 1 joelho
direito.

O perfil clinico dos pacientes pode ser observado de forma resumida abaixo (Tabela 1).
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Tabela 1 - Perfil clinico e epidemioldgico dos pacientes por grupo

Grupo Controle LCF OA
Lateralidade esquerda 75% 44% 45%
Lateralidade direita 25% 56% 55%
Meédia de idade 31,5 33,1 70,7
Variacdo de idade 22-37 19-56 63-91
% HAS 0% 11% 72%
% DM 0% 11% 18%
% DLP 0% 0% 36%
% Obesidade 0% 11% 18%
% Enfisema 0% 0% 9%
% HPB 0% 0% 18%
% Apendicectomia 0% 0% 9%
% Etilismo 0% 0% 9%
% Tabagismo 0% 11% 9%
% Hipotireoidismo 0% 11% 0%

Fonte: Dados do estudo.

O tempo médio de evolucdo das lesdes iniciais até o tratamento cirtrgico do grupo-
controle foi de 32 meses, no grupo LCF, 24, 8 meses (1 a 72 meses) e, no grupo OA, mais de
120 meses. O tempo de evolucdo clinica até bidpsia de cada caso pode ser avaliado abaixo
(Tabela no Anexo C)

44  PROCEDIMENTOS, COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS

No momento da cirurgia para o tratamento habitual da sua leséo, os pacientes de todos
os grupos foram submetidos adicionalmente a bidpsia osteocondral e de sinovia.

Todas as cirurgias foram realizadas com anestesia geral e ou raquianestesia e, antes da
coleta de material, foi realizado um inventario articular para confirmar se foram preenchidos 0s

critérios de inclus&o, divisdo de grupos e para avaliar possivel presenca de critérios de exclusdo.

4.4.1 Biopsias de unidade osteocondral

A biopsia de cartilagem e osso subcondral'®® foi realizada com agulha de bidpsia
JAMSHID 8G, de forma a obter dois espécimes cilindricos com cartilagem, cartilagem
calcificada e osso subcondral, sendo fixados em formalina 10% por 24 horas logo apés a

extracéo.



4 Métodos 53

A imagem abaixo apresenta a biopsia osteocondral utilizada (Figura 3).

Figura 3 - Identificacdo do método para extracao de material osteocondral. Observa-se agulha
de bidpsia utilizada (a), posicionamento para retirada de bidpsia perpendicular a
superficie (b) e material extraido para anélise (c).

(b)

Fonte: Producéo do préprio autor.

A imagem abaixo mostra 0 aspecto artroscopico pré e pos-biopsia osteocondral (Figura
4):

Figura 4 - Imagem comparativa entre lesdo pré e pos-biopsia de lesdo osteocondral. Lesdo

condral pré-bidpsia (a) e aspecto intralesional de sitio de bidpsia (b).

(a) (b)

Fonte: Produg&o do proprio autor.

e |LCF

Para os pacientes com LCF, foram obtidas duas biopsias em locais diferentes, no centro
e na periferia/borda da LCF. A imagem abaixo mostra os locais de biépsias em visualizacdo
artroscopica (Figura 5).
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Figura 5 - Imagem demonstrativa dos locais de biopsia nos casos de lesdo condral focal no

centro(a) e borda/periferia da leséo(b).

(a) (b)

Fonte: Producéo do prdprio autor.

e OA
Para pacientes com OA, foram biopsiadas duas amostras. Uma amostra foi realizada em

area menos afetada e outra mais acometida pela perda condral (Figura 6).

Figura 6 - Imagem demonstrativa nos casos do grupo OA. Observa-se na imagem 0 processo
de retirada de amostra osteocondral.

Fonte: Produc&o do prdprio autor.

Nota: Observa-se na imagem o processo de retirada de amostra osteocondral.

e Controle

As biopsias realizadas no grupo-controle foram feitas na regido fora da area de carga da
crista troclear medial a fim de evitar morbidade da bidpsia conforme literatura sugere para
transplante osteocondral autélogo**.
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4.4.2 Utilizacdo de amostras para andlise separada de escore de 0sso e cartilagem

Para melhor comparacdo entre os grupos em relacdo a cada parametro, as anélises

estatisticas comparativas foram realizadas da seguinte forma:

e Cartilagem:

A comparacdo dos parametros de cartilagem entre os grupos foi feita por meio da
comparacdo entre a bidpsia representativa da area menos afetada na OA com a area da
periferia/borda da LCF. Néo foram utilizados os dados das biopsias de cartilagem do fundo do
defeito (centro da LCF e area mais afetada da OA) dos dois grupos dado o grande acometimento
esperado da cartilagem no centro da lesdo dos dois grupos, o que impossibilita uma comparacao

adequada.

e  Osso subcondral:
Para melhor caracterizar o acometimento do 0sso subcondral nas diversas regifes
biopsiadas, a comparacdo entre as analises das bidpsias do 0sso subcondral foram feitas das

seguinte maneira:

1) Comparacao dos escores de osso subcondral no fundo do defeito (centro) da LCF x
biopsia da area mais acometida da OA x controle — Comparacao intergrupos;

2) Comparacdo dos escores de 0sso subcondral na periferia (borda) da LCF x area
menos afetada na OA x controle — Comparagéo intergrupos;

3) Comparacdo dos escores de 0sso subcondral na periferia (borda) da LCF x fundo
defeito (centro) da LCF — Comparagdo intragrupo;

4) Comparagdo dos escores de 0sso subcondral na &rea mais afetada da OA X biopsia

da area menos afetada da OA — Comparagéo intragrupo.

4.4.3 Biopsia sinovial

Pequena amostra de tecido sinovial foi coletada ap6s o acesso habitual a articulacéo,
sendo fixados em formalina 10% por 24 horas'®®.

Para a coleta de sindvia, todas as bidpsias de ambos os grupos foram realizadas na regido
supra patelar por artroscopia e instrumental artroscopico padrdo, sendo coletado tecido na

regido central mais proxima ao inicio condral troclear.



4 Métodos 56

4.4.4 Cuidados pos-operatorios

As biopsias realizadas nao interferiram na reabilitacdo pos-operatdria dos pacientes. Os
cuidados pos-operatdrios ndo foram modificados e seguiram os protocolos de reabilitacdo

indicados para os tratamentos realizados.

45  LOCAIS DE COLETA, GERENCIAMENTO E ANALISE DE AMOSTRAS

Todos os casos foram coletados no Instituto de Ortopedia e Traumatologia, levados para
preparacdo e corte das laminas no laboratério Histocell — Solugdes em Anatomia Patoldgica e
analisados no laboratério de investigacdo médica (LIM) 17 do Departamento de Reumatologia
da FMUSP e no Laboratério de Histomorfometria de Pulméo, do Departamento de Patologia
da FMUSP.

46  METODOLOGIA PARA OBTENCAO E ANALISE DOS DADOS ESTUDADOS

Os dados foram obtidos conforme cada parametro e tecido estudado. Os métodos de
obtencdo de analise de cada método estdo discriminados abaixo:

4.6.1 Microscopia Optica e analise qualitativa da estrutura e da matriz da cartilagem

O tecido sinovial e a cartilagem foram coletados para anélise histologica. Depois de
fixados em formol a 10% por 24 horas, as amostras de tecido foram envoltas em papel tecido
para garantir uma melhor distribuicdo espacial, sendo, entdo, submetidas as técnicas
histoldgicas de rotina para fixacdo em parafina. Foram realizados 10 cortes com uma espessura
de 4-5 um a intervalos de 50 um. As sec¢des foram coradas com hematoxilina e eosina (HE)
para avaliar a estrutura do tecido e caracterizar as células por meio de microscopia oOptica. Para
andlise dos proteoglicanos, as laminas foram coradas pela coloragdo Safranin-O/Fast-green e,
para andlise do perfil celular do tecido sinovial, foi utilizado a HE e o tricrdmico de Masson

para analise da quantidade de tecido fibrético e colageno total.
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4.6.2 Avaliagéo do grau de artrose - Escore OARSI

Trés observadores, sem o conhecimento prévio dos casos, analisaram o tecido

cartilaginoso das laminas preparadas. A avaliacdo do grau de acometimento osteocondral foi

feita por meio da graduacdo do escore da Sociedade Internacional de Pesquisa em Osteoartrite

(OARSI), (Pritzker et al. 2006) que avalia a progressdo dos achados com base na tabela abaixo

(Tabela 2):

Tabela 2 - Escore histopatoldgico de cartilagem da OARSI

Grau (caracteristica principal)

Critérios associados (reacao tecidual)

Grau 0: superficie intacta, morfologia da
cartilagem preservada

Matriz: arquitetura normal
Células: integras, orientacdo apropriada

Grau 1: superficie intacta

Matriz: zona superficial intacta, edema e/ou fibrilagéo superficial
(abras@o), condensacéo focal da matriz superficial

Células: morte, proliferacdo (aglomerados), hipertrofia na zona
superficial

Reacdo deve ser mais do que fibrilacdo superficial isolada

Grau 2: descontinuidade da superficie

Como no grau anterior

+ Descontinuidade da matriz na zona superficial (fibrilacdo
profunda)

+ Deplecdo de corante catidnico (Safranina O ou Azul de
Toluidina) no tergo superior da cartilagem

+ Aumento focal da coloracéo pericondral (zona média)
+ Desorganizagdo das colunas de condrdcitos
Células: morte, proliferacdo (aglomerados), hipertrofia

Grau 3: fissuras verticais (fendas)

Como no grau anterior

Fissuras verticais na matriz até a zona média, fissuras ramificadas
+ Deplecdo de corante catibnico até os 2/3 inferiores da
cartilagem

+ Nova formagdo de colageno (microscopia com luz polarizada,
coloracéo Picro Sirius Red)

Células: morte, regeneracdo (aglomerados), hipertrofia,
dominios cartilaginosos adjacentes as fissuras

Grau 4: erosao

Perda da matriz da cartilagem: delaminacdo da camada
superficial, formacdo de cistos na camada média

Escavacdo: perda da matriz na camada superficial e zona média

Grau 5: denudagéo

Superficie: osso esclerético ou tecido reparativo, incluindo
fibrocartilagem na superficie desnuda

Microfraturas com reparo limitado a superficie 6ssea

Grau 6: deformacéo

Remodelamento dsseo (além da formacéo de osteofitos)

Inclui: microfraturas com reparo fibrocartilaginoso e dsseo
ultrapassando a superficie original

Fonte: Adaptado de  Osteoarthritis

10.1016/j.joca.2005.07.017).

and cartilage, OARSI histopathology initiative (doi:


https://paperpile.com/c/6bNrFI/mi6S
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4.6.3 Avaliacgéo do grau de acometimento subcondral

Trés observadores, sem o conhecimento prévio dos casos, analisaram o tecido 6sseo por
meio das laminas preparadas. A avalia¢do do osso subcondral dos casos foi realizada com base

na classificacdo descrita por Aho et al.® com a seguinte graduagao:

Grau 0: Estagio inicial da artrose. Nao ha esclerose subcondral. Trabeculado ésseo e
placa subcondral finos. Cartilagem calcificada tem contato direto com medular 6ssea por meio
de fenestracdes no 0sso subcondral.

Grau 1: Pouca esclerose subcondral e pouco aumento de volume 6sseo. Espessamento
do trabeculado 6sseo pode ser visto. Ainda ha contato da cartilagem com a medular.

Grau 2: Aumento evidente da esclerose 0ssea e volume 0sseo. FibrilacGes podem ser
vistas na placa 6ssea subcondral. N&o ha contato da cartilagem calcificada com a medular 6ssea.

Grau 3: Estagio tardio. Esclerose subcondral severa e aumento macigo de volume 6sseo.
Aumento da distancia entre cartilagem calcificada e medular 6ssea. Achatamento da placa

subcondral.

4.6.4 Quantificacdo da celularidade por analise de imagem digital

Com intuito de quantificar a celularidade presente nas amostras de tecido de cartilagem
dos pacientes dos diferentes grupos avaliados neste estudo, as laminas foram escaneadas
digitalmente utilizando o scanner Pannoramic 250 (3DHistech, Budapeste, Hungria), sob
ampliacédo de 40x.

Apbs isso, as imagens digitais geradas para cada uma das laminas foram, entdo,
analisadas no software usando QuPath de (versdo 0.4.4; Centro de Pesquisa do Cancer e
Biologia Celular, Universidade de Edimburgo, Edimburgo, Escdcia)'*®. Durante todo processo
de quantificacdo, todos os nucleos foram avaliados para exclusdo manual de quaisquer amostras
invalidas (artefatos de imagem ou outros tipos de interferéncias).

O processo de quantificacdo utilizando o software QuPath trata-se de um método
simples, automatizado e semiassistido. Para tal, inicialmente para cada lamina digitalizada, é
selecionada a area a ser avaliada e, em etapa posterior, séo estabelecidos padrdes como tamanho
da célula/nlcleo para detecgdo celular. Por fim, o software fornece como resultado da analise

o nimero de células detectadas por mm? para cada area analisada.
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4.6.5 Avaliagdo dos proteoglicanos

A coloracdo com Safranina-O foi realizada para avaliar o contetdo de proteoglicanos

na cartilagem4’

. As imagens foram capturadas e analisadas utilizando o software Image-Pro
Plus 6.0. Para cada caso, dez campos foram selecionados aleatoriamente e adquiridos com
ampliacdo de 400x. A area correspondente a superficie da cartilagem, estendendo-se até a linha
de crescimento em cada imagem obtida, foi medida em pum? A perda de proteoglicanos,
indicada por areas com menor intensidade de coloracdo por Safranina-O (aparecendo com
tonalidade azulada), foi quantificada utilizando os recursos de selecdo de cor do software
Image-Pro Plus 6.0. A média das areas com coloracao reduzida foi calculada e expressa como
porcentagem da area total de cartilagem analisada.

As imagens abaixo demonstram exemplos de quantificacdo de perda de proteoglicanos

(Figura 7):

Figura 7 - Demonstrativo de quantificacdo de perda de proteoglicanos/coloracéo azul em (a)
por meio de densidade de impregnacdo. Observa-se a quantificagdo de area corada

de perda representada pela marcagdo em amarelo (b).

Fonte: Producg&o do proprio autor.
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4.6.6 Imunofluorescéncia para colageno

Seccoes de cartilagem montadas em laminas foram desparafinadas e reidratadas em uma
sequéncia decrescente de alcoois, seguida por reidratacdo em agua corrente, agua destilada e
solucdo salina tamponada com fosfato (PBS). A digestdo enzimética foi realizada com
condroitinase ABC 2UN (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) em tampé&o contendo 50 mM
de Tris (base Trisma pH 8,0), 60 mM de acetato de sodio e 0,02% de albumina de soro bovino
(BSA, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) a 37°C por 3h para exposicdo dos sitios
antigénicos. A recuperagéo antigénica foi, entdo, realizada utilizando pepsina suina (10 mg/mL;
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) diluida em acido acético 5 N por 30 min a 37°C.

Para bloquear ligacGes inespecificas, as sec¢des foram incubadas com 5% de BSA em
PBS por 30 min. Um anticorpo monoclonal de camundongo contra colageno tipo Il (1:30;
Novus Biologicals, CO, EUA) foi aplicado, e as se¢des foram incubadas durante a noite a 4°C.
Apos lavagens com PBS contendo 0,05% de Tween-20, foi aplicado um anticorpo secundério
Alexa Fluor 488 conjugado com IgG anti-camundongo (1:200; Invitrogen, Eugene, OR, EUA),
juntamente com 0,006% de azul de Evans, e as sec¢des foram incubadas a, aproximadamente,
25°C por 60 min. Por fim, as sec¢Oes foram lavadas, montadas em mistura de glicerina-PBS e
analisadas em microscéopio de fluorescéncia Olympus BX51 (Olympus Corporation, Téquio,
Japdo).

Para a imunomarcacdo do colageno tipo | na sindvia, a recuperacao antigénica foi
realizada com tampdao citrato (pH 6,0; Diagnostic BioSystems, Pleasanton, CA, EUA),
aquecido a 95°C por 10 min em vaporizador. Os sitios de ligacdo inespecificos foram
bloqueados com 5% de BSA em PBS por 30 minutos. As se¢Oes foram incubadas durante a
noite a 4°C com anticorpos primarios policlonais de coelho contra colageno tipo | (1:100;
Rockland Inc., Limerick, PA, EUA), tipo 111 (1:200; Rockland Inc.) e tipo V (1:600; Rockland
Inc.), todos diluidos em PBS. Apds lavagens, as seccOes foram incubadas por 1h a,
aproximadamente, 25°C com anticorpos secundarios Alexa Fluor 488 conjugados (anticabra e
anticoelho IgG, 1:200; Invitrogen, Thermo Fisher Scientific, Canada, EUA) diluidos em
solucdo contendo 0,006% de azul de Evans. As laminas foram montadas com glicerina
tamponada e analisadas em microscopio de fluorescéncia Olympus BX51 com o software
Image-Pro Plus 6.0. Pele humana foi utilizada como controle positivo, e dez imagens por
amostra foram analisadas para quantificagdo dos pardmetros histoldgicos, de imunoperoxidase
e de imunofluorescéncia. Dez imagens por amostra foram analisadas para quantificacdo dos

parametros histoldgicos, de imunoperoxidase e de imunofluorescéncia®®.
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4.6.7 Anélise do escore de KRENN para sinovite

Trés observadores, sem o conhecimento prévio dos casos, analisaram o tecido sinovial
para avaliar o grau de sinovite, utilizando o escore de Krenn®, que consiste em pontuar as
seguintes caracteristicas: camada de revestimento sinovial (Tabela 3), densidade das células
residentes (Tabela 4) e infiltrado inflamatorio (Tabela 5). A soma dos valores d& o grau total de

sinovite (Tabela 6).

Tabela 3 - Escore de Krenn para camada de revestimento sinovial

Pontos Camada de células de revestimento sinovial

0 As células de revestimento formam uma camada.
1 As células de revestimento formam 2—3 camadas.
2 As células de revestimento formam 4-5 camadas, poucas células multinucleadas podem ocorrer.

As células de revestimento formam mais de 5 camadas, o revestimento pode estar ulcerado e

3 . .
podem ocorrer células multinucleadas.

Fonte: Adaptado de Krenn et al., 2006 (Synovitis score: discrimination between chronic low-grade and high-grade
synovitis).

Tabela 4 - Escore de Krenn para densidade de células

Pontos Densidade das células residentes
0 O estroma sinovial mostra celularidade normal.
1 A celularidade é ligeiramente aumentada.
2 A celularidade estd moderadamente aumentada, podendo ocorrer células multinucleadas.
3 A celularidade é mL_Jito aumentada, células gigantes multinucleadas, formacdo de pannus e
granulomas reumatoides podem ocorrer.

Fonte: Adaptado de Krenn et al., 2006 (Synovitis score: discrimination between chronic low-grade and high-grade
synovitis).

Tabela 5 - Escore de Krenn para infiltrado inflamatorio

Pontos Infiltrado inflamatdrio
0 Ausente.
1 Poucos linfécitos ou células plasmaticas perivasculares.
2 Nu.merosos linfocitos ou células plasmaticas perivasculares formando ocasionais agregados
foliculares.
3 Infiltrado inflamato6rio denso e em banda ou numerosos e largos agregados foliculares.

Fonte: Adaptado de Krenn et al., 2006 (Synovitis score: discrimination between chronic low-grade and high-grade
synovitis).
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Tabela 6 - Escore de Krenn para graus de sinovite

Soma dos pontos Classifica¢ao
0-1 Sem sinovite
2-4 Sinovite de grau baixo
5-9 Sinovite de grau alto

Fonte: Adaptado de Krenn et al., 2006 (Synovitis score: discrimination
between chronic low-grade and high-grade synovitis).

4.6.8 Imuno-histoquimica para Perlecan e Decorina

Sec0es de sindvia humana foram montadas em laminas silanizadas (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA). A desparafinacdo foi realizada incubando as laminas em xilol aquecido (60-
65°C) por 15 minutos, seguida por trés banhos em xilol frio. A reidratagéo foi conduzida em
uma sequéncia decrescente de alcoois e dgua corrente. Para a recuperagdo antigénica, as secdes
foram digeridas com pepsina suina (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) a 37°C por 30
minutos em camara Umida. As laminas foram, entdo, lavadas trés vezes com solucdo salina
tamponada com Tris-fosfato (TBS; pH 7,4).

A atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada utilizando peroxido de hidrogénio a
3% em quatro ciclos de 5 minutos cada, seguido por lavagens em agua corrente, agua destilada
e TBS.

As laminas foram incubadas durante a noite a 4°C em camara Umida com anticorpos
primarios policlonais de coelho contra decorina (#bs 22748R; 1:100; Bioss Inc., Woburn, MA,
EUA) e perlecan (#25848; 1:100; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EUA). Apos lavagem
com TBS, as se¢des foram incubadas com anticorpo secundario Easylink One (cddigo EP-12-
20502; EasyPath) por 30 minutos a 37°C em camara Umida.

A revelagdo do cromogeno foi realizada com diaminobenzidina (Sigma-Aldrich
Chemie, Steinheim, Alemanha). Por fim, as laminas foram contrastadas com hematoxilina de

Harris (Merck, Darmstadt, Alemanha) e preparadas para analise microscopica#°.

4.6.9 Analise semiquantitativa para expressdo de glicosaminoglicanos na sindvia

(atribuicdo de escores)

A andlise semiquantitativa avaliou a presenca e expressao dos glicosaminoglicanos
perlecan e decorina na matriz sinovial das amostras dos pacientes incluidos no estudo. Para

isso, as laminas coradas por imuno-histoquimica foram analisadas em microscopio por dois
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patologistas e a elas foi atribuido um escore de 0 a 4. A atribuicéo de escore foi feita de modo
cego, de forma que as notas foram atribuidas sem saber a qual grupo cada amostra correspondia.

Por meio do escore atribuido a cada paciente, foi possivel quantificar a intensidade da
expressao para cada um desses glicosaminoglicanos utilizando uma classificacao relativa de
acordo com a intensidade da coloragdo. Os escores séo atribuidos de acordo com o0s critérios

abaixo:

0: Auséncia de expressdo, sem coloragéo visivel/detectavel.

1: Coloracédo leve ou focal, representando uma expresséo baixa ou focal em pequenas
areas do tecido.

2: Coloracdo moderada, com expressao detectavel em algumas areas do tecido, mas sem
ser difusa.

3: Coloracao intensa, com expressao difusa e significativa nas areas afetadas.

4: Coloragdo muito intensa, com forte presenca, e expressao ampla e homogénea ao

longo de toda a amostra, indicando alta expressao da proteina.

4.7 ESTATISTICA E METODOLOGIA DE ANALISE DE DADOS

4.7.1 Anélise de dados

Considerando o tamanho da casuistica (n < 30) e a distribuicdo ndo normal dos dados
(avaliado por meio do teste de Shapiro-Wilk), foram empregados metodos ndo paramétricos
para avaliacdo dos resultados. As estatisticas descritivas foram relatadas por meio de medianas
e intervalos interquartis (11Q). Para as comparac6es entre grupos, foram utilizados os testes de
Kruskal-Wallis, seguidos por testes U de Mann-Whitney pareados com corre¢do de Bonferroni
para testes mdltiplos; sendo também empregados Teste Qui-Quadrado de Person, com
avaliacdo de Teste-Z para comparar propor¢des de categorias. As comparacfes intergrupos
foram feitas utilizando teste de Wilcoxon. Quando aplicavel, intervalos de confianca de 95%
foram calculados para transmitir a incerteza das estimativas. Todas as analises foram realizadas
usando o IBM SPSS Statistics (v.22; Armonk, NY, EUA). Embora a significancia estatistica
tenha sido definida como p < 0,05, os achados foram interpretados em conjunto com intervalos

de confianca e 11Q, associado a sua potencial relevancia biolégica ou clinica.
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Embora em analises histologicas de bidpsias com fragmentos pequenos e delicados de
tecido séo esperadas perdas pela dificuldade em preparar adequadamente as laminas, todas as
laminas que ndo foram possiveis realizar analise adequada foram descartadas, e, em todas as

analises dos resultados, foram apontadas as perdas e o “n” total de cada analise.
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5 RESULTADOS

5.1  DESCRICAO DOS PROCEDIMENTOS, CASOS E COMPLICACOES

As bidpsias foram realizadas sem complica¢fes intraoperatorias conforme
planejamento inicial metodoldgico. O aumento de tempo cirdrgico relacionado a coleta de
amostras foi pequeno, da ordem de 5-10 minutos.

Devido a pequena area do defeito da biopsia, ndo houve interferéncia clinicamente
importante com o procedimento habitual a ser realizado para tratamento do paciente.

N&o houve perda de casos ou danificagdo macroscépica dos tecidos coletados em
decorréncia de dificuldades e/ou acidentes com a obtencdo de amostras osteocondrais ou
sinoviais. ApoOs intervencdo, ndo foram identificadas complicacdes relacionadas aos
procedimentos de bidpsia osteocondral e sinovial. Dois pacientes (18%) do grupo OA sofreram
complicacdes inerentes ao procedimento cirdrgico principal, um deles apresentou deiscéncia
de ferida operatdria durante o poés-operatdrio inicial, sendo tratado com lavagem e
desbridamento de ferida; e o outro paciente apresentou soltura séptica de protese de joelho que
foi tratada com revisdo em dois tempos.

As amostras, coletadas de novembro de 2020 a agosto 2023, somaram um total de 24
casos, distribuidos em 3 grupos, sendo: 4 casos de controle, 9 casos de LCF e 11 casos de OA.

5.1.1 Grupo LCF

As biopsias do grupo LCF foram realizadas em 1 paciente na regido troclear central, 3
no céndilo femoral lateral e 5 no céndilo femoral medial.

As lesdes do grupo LCF foram graduadas como grau 3 de Outerbridge em 5 pacientes,
e grau 4 em 4 pacientes.

Em relacédo aos procedimentos realizados nos pacientes do grupo LCF, 2 casos foram
submetidos a meniscectomia, 1 paciente foi submetido a reconstrugdo de LCA isolada, 2
pacientes foram submetidos a reconstrugdo do LCA associado a meniscectomia do
compartimento afetado, 2 pacientes foram submetidos a reconstrucdo do LCA e concomitante
tratamento de lesdo condral (1 microfratura e 1 membrana em gel), 1 paciente foi submetido a
reconstrucdo de LCA com sutura de menisco e 1 paciente foi submetido a reconstrucéo

multiligamentar.
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A imagem abaixo mostra exemplos dos casos de LCF (Figura 8):

Figura 8 - Imagens representativas de alguns casos de LCF por artroscopia e sob visualizacéo
direta (ultima foto). Notam-se casos com acometimento grau 1l ou IV.

Fonte: Producéo do préprio autor.

5.1.2 Grupo OA

Foram biopsiados no local mais acometido no grupo OA: 9 pacientes no céndilo femoral
medial e 2 pacientes no condilo femoral lateral.

Todos os pacientes do grupo OA foram submetidos a artroplastia total de joelho (ATJ).

As imagens abaixo mostram o0 aspecto intraoperatério dos casos incluidos de OA
(Figura 9).

Figura 9 - Imagens intraoperatorias de alguns casos representativos do grupo OA. Nota-se
intensa degeneracdo, osteofitos, perda condral difusa e extensa, e formacdo de
tecido cicatricial macroscépico.

Fonte: Producéo do prdprio autor.
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5.1.3 Grupo controle

Nos casos do grupo-controle, ndo foi visualizada alteracdo cartilaginosa macroscopica
e, portanto, todos os casos foram classificados como Outerbridge 0. Todos os pacientes do
grupo-controle foram submetidos a cirurgia de reconstru¢do do LCA, sendo que em um caso
foi realizada meniscorrafia associada.

A Tabela abaixo discrimina as cirurgias realizadas nos casos incluidos no estudo, bem

como, os locais e as graduacdes das lesBes discriminadas por grupos (Tabela 7).

Tabela 7 - Localizagdo das biopsias, classificacdo de lesbes e tratamento realizado

Grupo Controle LCF OA
Crista troclear/troclea 100% 11% 0%
Condilo lateral 0% 44% 9%
Condilo medial 0% 56% 81%
Grau 0 (Outerbridge) 100% 0% 0%
Grau 3 (Outerbridge) 0% 56% 0%
Grau 4 (Outerbridge) 0% 44% 100%
LCA 100% 7% 0%
Menisco 25% T7% 0%
Multiligamentar 0% 11% 0%
Membrana 0% 11% 0%
Artroplastia total de joelho 0% 0% 100%

Fonte: Dados do estudo.

52  AVALIACAO MORFOLOGICA QUALITATIVA DA CARTILAGEM

A avaliacdo morfologica do tecido cartilaginoso mostrou diferencas notaveis do grupo-
controle em relacdo aos demais grupos, porém, nos casos biopsiados de LCF e OA, notou-se
uma semelhanca morfoldgica entre esses. As alteracGes de estrutura, organizacao, diferenciacdo
celular e desestruturacdo da matriz foram encontradas tanto nos casos de LCF quanto nos casos
de OA, com piores avaliacbes no grupo de OA (descritivo), apresentando, muitas vezes,
completa perda do tecido condral ou com presenca isolada de tecido reparativo

fibrocartilaginoso.
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Na LCF, observou-se uma degeneracdo condrocitica, caracterizada por apoptose
discreta e reducdo na organizacdo das células dentro da matriz extracelular, sendo possivel
observar a presenca de condrdcitos em aglomerados nas lacunas (Figura 10).

Além disso, na LCF, ha perda focal da cartilagem hialina, especialmente na camada
superficial, acompanhada de fibrilacdo e desorganizacdo estrutural da matriz, ocorrendo a
presenca de linhas azuis de aposicdo Ossea (Figura 10). Ocorre um aumento da atividade
condrocitica, evidenciado pela hipertrofia celular, refletindo um esforco reparativo inadequado.

Na OA avancgada, a cartilagem articular mostra erosdo profunda, levando a exposicao
do osso subcondral. Observa-se uma condropenia severa, decorrente da apoptose extensa dos
condrdcitos, comprometendo ainda mais a capacidade de regeneracdo tecidual, grande
guantidade de condrdcitos aglomerados, assim como, proeminéncia das fissuras de superficie
(Figura 10). O osso subcondral sofre esclerose, caracterizada pelo aumento da densidade dssea
e reducéo da vascularizacdo, alteragbes que impactam negativamente a biomecanica articular.
Além disso, ocorre a formacéo de oste6fitos e cistos subcondrais, como tentativa de reparacéo,
porém de maneira ineficaz e desorganizada.

Na matriz extracelular cartilaginosa da OA, as alteracdes estruturais se tornam muito
mais evidentes, com complexa alteracdo arquitetural e remodelamento das fibras colagenas
(Figura 10).
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Figura 10 - Organizag&o estrutural da matriz extracelular da cartilagem
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Fonte: Producéo do prdprio autor.

Legenda: Na coloracdo de hematoxilina e eosina (HE) do grupo controle observa-se a cartilagem hialina com
superficie regular, apresentando uma matriz composta pelos condrécitos dispostos em nlimero de 2 a 3 nas lacunas
(destacado pelo circulo em vermelho), ndo se observando sinais de degeneracdo articular. O grupo LCF ja pode
ser caracterizado pela presenca de linhas azuis de aposigdo Ossea (setas em amarelo) e matriz levemente
desorganizada pela alteragdo da estrutura fibrilar (destacadas pelo asterisco laranja), contendo condrdcitos em
aglomerados (destacados pelo circulo em vermelho). No grupo artrose, as alteragdes da matriz tornam-se mais
evidentes (destacadas pelo asterisco), com complexa alteracdo arquitetural e alteracdes degenerativas dos
condrdcitos, bem como a proeminéncia das fissuras de superficie. Magnitude: 50x e 200x; Escala: 200 mm e
60um, respectivamente.

5.3 ESCORES DE OARSI NA CARTILAGEM

Observamos, embora o grupo-controle ter mostrado escores mais baixos, que ndo ha
diferenca estatistica significativa entre o escore de OARSI para cartilagem atribuido aos
grupos-controle, LCF (periferia) e OA (&rea menos afetada) para a avaliagdo na cartilagem
(p=0,104 ([Teste Qui-Quadrado de Pearson]; Figura 11).
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Figura 11 - Atribuicdo dos escores de OARSI na cartilagem para os diferentes grupos
avaliados
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Fonte: Producéo do préprio autor.

54  ESCORES DE OSSO SUBCONDRAL

As analises de o0sso subcondral foram feitas de maneira separada a depender do local e

grupo de bidpsia conforme discriminado abaixo:

5.4.1 Escore 0sso subcondral, bidpsia do centro/local mais acometido — Intergrupos

Observamos que ndo ha diferenca estatistica significativa entre o escore de 0ss0s
subcondral atribuido aos grupos LCF(n=9) e OA (n=11) para a avaliag&o, respectivamente, das
bidpsias no centro da lesdo e no local mais acometido. Ha diferenca, contudo, entre o grupo-
controle e os demais grupos (p<0,001 ([Teste Qui-Quadrado de Pearson]; Figura 12).
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Figura 12 - Atribuicdo dos escores de 0sso subcondral na regido mais acometida para os
diferentes grupos avaliados
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Fonte: Producéo do préprio autor.
* p<0,05.

5.4.2 Escore de 0sso subcondral, bidpsia da periferia — Intergrupos

Observamos que ndo ha diferenca estatistica significativa entre o escore de 0ss0s
subcondral atribuido aos grupos LCF(n=9) e OA(n=11) para a avaliacdo, respectivamente, das
biopsias na periferia da leséo e local menos acometido. Ha diferenca, contudo, entre o grupo-

controle e os demais grupos (p=0,002[ Teste Qui-Quadrado de Pearson]; Figura 13).

Figura 13 - Atribuicdo dos escores de osso subcondral na regido menos acometida para 0s
diferentes grupos avaliados
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Fonte: Producéo do prdprio autor.
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5.4.3 Escore o0sso subcondral comparacéao intragrupo LCF

O testes dos pontos sinalizados de Wilcoxon de amostras relacionadas foi realizado.
N&o houve diferenca estatistica (p=0,655) entre os escore de 0sso subcondral das amostras do
centro da lesdo em comparacdo com as amostras da periferia/borda da LCF.

No grupo com lesdo condral focal (LCF, n = 9), a avaliagdo morfoldgica do 0sso
subcondral com base no escore de 0sso subcondral evidenciou predominancia de alteracdes
leves em ambas as regides avaliadas. No centro da lesdo, 5 pacientes (55,6%) receberam escore
1 e 4 pacientes (44,4%), escore 2. Na periferia da leséo, 6 pacientes (66,7%) foram classificados
com escore 1, enquanto os 3 restantes (33,3%) receberam escore 2 (Tabela no Anexo D).

A analise estatistica ndo identificou diferenca significativa entre as regifes central e
periférica (p = 0,65). No entanto, de forma descritiva, observa-se uma tendéncia de menor
comprometimento estrutural na periferia da lesdo, o que corrobora a hipGtese de que a
degeneracdo dssea se concentra, inicialmente, na zona central da LCF, local com maior impacto
biomecanico e mais proximo da area condral lesada. Esse achado reforca a nocdo de que, na
LCF, as alteracdes do 0sso subcondral sdo localizadas e restritas ao entorno imediato da lesdo

condral.

5.4.4 Escore 0sso subcondral comparacgéao intragrupo OA

O teste dos pontos sinalizados de Wilcoxon de amostras relacionadas foi realizado. Nao
houve diferenca estatistica (p=0,855) entre os escore de 0sso subcondral das amostras da regido
mais afetada pela osteoartrite em comparacdo com as amostras menos afetadas das bidpsias do
grupo OA.

No grupo com osteoartrite (OA, n = 11), os dados revelaram maior heterogeneidade nos
escores atribuidos. No centro da lesdo, 4 pacientes (36,4%) receberam escore 1; 3 pacientes
(27,3%), escore 2; e outros 3 pacientes (27,3%), escore 3. Em um caso, a amostra nao foi viavel
para analise. Ja na periferia da lesdo, 5 pacientes (45,5%) foram classificados com escore 1, 3
(27,3%) com escore 2 e 3 (27,3%) com escore 3 (Tabela no Anexo E).

Semelhante a LCF, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre as regides
(p = 0,85). Contudo, diferentemente da LCF, ndo se observou aspecto claro de menor
comprometimento periférico. A distribuicao dos escores foi semelhante entre centro e periferia.

Apenas um paciente apresentou 0 mesmo escore no centro e na periferia.
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5.4.5 Comparacao dos padroes intraindividuais

A discrepancia no padrdo de escore entre centro e periferia foi mais acentuada na OA
do que na LCF. Enquanto a LCF apresentou maior consisténcia intraindividual (com 5 pacientes
mantendo escore 1 no centro e/ou periferia), a OA demonstrou variagdo mais marcada, o que
pode refletir um estagio mais avancado e multifocal da doenca.

A figura abaixo exemplifica a distribui¢do dos escores em cada grupo (Figura 14).

Figura 14 - Distribuigéo dos escores de 0sso subcondral intragrupo
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1
Fonte: Producéo do prdprio autor.

55  CELULARIDADE DA CARTILAGEM

A alteracdo quantitativa celular mostrou-se menos capaz de diferenciar os grupos do
que a avaliacdo qualitativa. A avaliacdo qualitativa mostrou uma diminuicdo da populacgéo de
contrécitos e aumento de fibroblastos nos casos de LCF e OA em comparagdo com 0 grupo-
controle. Quando avaliada a celularidade total presente na cartilagem no grupo LCF, verificou-
se aumento na propor¢do de células/mm?2, com maior deposi¢cdo de fibroblastos, quando
comparado ao grupo-controle, mas sem diferenca estatistica significativa (Figura 15; Tabela 9).

Assim como na LCF (n = 9), no grupo OA (n= 11), também se observou aumento na
proporcdo de célulassrmm?, contudo, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os
grupos (Figura 15; Tabela 9).
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Figura 15 - Quantificacdo da celularidade total na cartilagem
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Fonte: Producéo do prdprio autor.

56  AVALIACAO DE PERDA DE PROTEOGLICANOS NA CARTILAGEM

Houve uma diminuicdo na quantidade de proteoglicanos no grupo LCF, detectada por
coloracdes como Safranina sem diferenca estatistica em relacdo ao grupo-controle (Paj >0,05).
Essa perda ocorre, principalmente, nas camadas superficiais da cartilagem, tornando-a mais
suscetivel a degradacao.

A reducdo dos proteoglicanos também foi observada no grupo OA, com perda da
coloracdo de Safranina estendendo-se para as camadas profundas da cartilagem, havendo
diferenga estatistica quando comparada ao grupo-controle (p = 0,03; pajs = 0,03; Figura 16;
Tabela 9). A cartilagem torna-se mais fragil e menos elastica, favorecendo fissuras e erosao. A
incapacidade dos condrdcitos de repor adequadamente os proteoglicanos contribui para a
progressao da destruigéo tecidual.

Ao comparar a perda total de proteoglicanos entre os grupo LCF (n =9) e OA(n = 11)

nédo houve diferencas entre 0s grupos.
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Figura 16 - Perda de proteoglicanos na matriz extracelular da cartilagem. Nota-se maior
proporcao de tons azulados nos grupos LC e OA. O grupo OA apresenta diferenca
em relacdo ao grupo-controle conforme indicado no gréafico.
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Fonte: Producéo do prdprio autor.
Magnitude: Xx; Escala: 200um. * p < 0,05

57 AVALIACAO DA IMUNOFLUORESCENCIA DE COLAGENO | E II NA
CARTILAGEM

Né&o h& diferenca estatistica da expressdo de colageno | entre os grupos (Tabela 9).

Quando avaliada a matriz extracelular cartilaginosa na LCF, é possivel identificar o
inicio do processo de remodelamento das fibras colagenas (Figura 10), com reducdo da
expressdo do colageno tipo I1, porém, sem diferenca estatistica (Figura 17; Tabela 9).

Assim como visto na LCF, h4, no grupo OA, reducgéo da expressao do colageno tipo I,
sem diferenca estatistica quando comparada ao grupo-controle (Figura 17; Tabela 9). Essa
alteracdo estrutural das fibras colagenas confere maior rigidez e menor elasticidade ao tecido
cartilaginoso.

Né&o foi observada diferenca da expressdo de colageno | e Il na cartilagem entre os
grupos LCF (n=9) e OA (n=11).
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Figura 17 - Expressdo de colagenos do tipo I(a) e 11(b) na matriz extracelular da cartilagem.
Observa-se entre 0s grupos marcacdo similar de colageno | entre 0s grupos na
imunofluorescéncia, confirmado pelo grafico de valores. Observa-se para o
colageno Il maior marcacgéo de colageno Il no grupo-controle conforme grafico,

sem diferenca estatistica.
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Fonte: Producéo do prdprio autor.

5.8 HISTOLOGIA SINOVIAL E AVALIACAO DO ESCORE DE KRENN NA SINOVIA

A matriz extracelular da sindvia do grupo LCF (n = 9) apresenta deposicdo irregular de
colagenos tipo I, 11l e V, e proteoglicanos, resultando na perda progressiva da elasticidade e
resisténcia do tecido cartilaginoso (Figura 18). A membrana sinovial sofre espessamento, com
infiltracdo minima de células inflamatorias e hiperplasia sinovial leve, indicando um processo
inflamatdrio incipiente (Figura 18).

Na OA (n = 11), a sinovite cronica esta presente, manifestando-se pelo infiltrado
inflamatdrio linfomonocitario e pela proliferacdo fibroblastica da membrana sinovial,
perpetuando o processo inflamatdrio e contribuindo para a progressao da doenca (Figura 18).
A proliferacéo de fibroblastos e a remodelagéo do tecido conjuntivo levam a uma modificagéo
na deposicdo das fibras colagenas, o que contribui para a rigidez articular e a limitagdo

funcional.
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Na avaliacdo do escore de Krenn, observou-se uma média de 3,5 no grupo-controle, 3,6
no grupo LCF e 4,82 no grupo OA. Néo foi observada diferenga entre os grupos pela analise
estatistica (Figura 19) ou no corte de avaliagdo com o escore de Krenn tendo as médias dos
casos como referéncia menores do que 5. Contudo, notamos uma maior variabilidade dos escore
com apenas 1 caso sendo classificado como sinovite de alto grau no grupo-controle, 3 casos de
sinovite de alto grau no grupo LCF e 8 casos de sinovite de alto grau no grupo OA (Tabela no
Anexo F).

Figura 18 - Organizagéo estrutural da matriz extracelular sinovial

Hematoxilina

Fonte: Producéo do prdprio autor.

Legenda: Na coloracdo de HE, observa-se que a matriz extracelular sinovial do grupo-controle se caracteriza por
ténue tecido conjuntivo, ricamente infiltrado por vasos de paredes finas (setas verde-escuras). Comparativamente,
a sindvia do grupo LCF apresenta expansdo menos proeminente da matriz extracelular do que o grupo artrose,
embora seja possivel observar o inicio do espessamento da parede dos vasos nutrientes, causado pelas alteragdes
arquiteturais da matriz. Por fim, o grupo de pacientes com artrose apresentam a sindvia com rica expansdo da
matriz extracelular, evidenciada pela deposicao irregular de fibras em meio aos vasos nutrientes, com presenca de
suboclusdo por espessamento de sua parede. O processo de alteracdo na matriz extracelular, em que é observado
0 aumento da fibrose de maneira evolutiva entre os grupos-controle, LCF e artrose, fica bastante evidente quando
se observa a coloracdo de Masson, em que é possivel observar o aumento da coloragdo em azul, denotando a
deposicao de fibras colagénicas (o processo de evolucdo estd destacado pelo asterisco em amarelo nas imagens).
Magnitude: 200x; Escala: S0um.

A distribuic8o dos valores dos escores de Krenn podem ser avaliadas no grafico (Figura

19) e tabela no Anexo F:
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Figura 19 - Gréfico de distribui¢do dos escores de Krenn
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Fonte: Producéo do prdprio autor.

59  AVALIACAO DOS ESCORES DE PROTEOGLICANOS NA SINOVIA (IMUNO-
HISTOQUIMICA PERLECAN E DECORINA)

O perlecan é um proteoglicano da matriz basal que desempenha papel fundamental na
organizacédo da cartilagem, na retencéo de fatores de crescimento (como FGF-2) e na interacao
com colageno. Na sindvia da LCF(n = 9), sua expressdo esta discretamente aumentada em
relacdo ao grupo-controle, sendo possivel observar um aumento localizado de perlecan em areas
de tentativa de reparo, ja que ele ajuda na retencdo de fatores anabdlicos para a cartilagem,
assim como, na parede vascular e associado aos sinovidcitos (Figura 20).

A expressdo de perlecan na OA (n = 11) aumentou acentuadamente, associada as
modificagdes da estrutura da matriz extracelular (Figura 20). Assim como na LCF, esse
aumento da imunoexpressao foi observada associada a parede dos vasos, que sofrem aumento
de espessura com a progressdo da leséo, e aos sinoviocitos. E, embora nédo tenha sido possivel
detectar diferenca estatistica significativa para a expressdo de perlecan entre os grupos (p =
0,07), na OA, ocorreu atribuigdo de escores mais altos (escore 3) para os casos avaliados em
relacdo aos demais grupos (nimero de casos: 7 vs. 1 vs. 0; artrose, LCF, controle).

A decorina € um proteoglicano pequeno da familia dos proteoglicanos de leucina,
responsavel por regular a fibrilogénese do colageno, interagir com fatores de crescimento e
modular a homeostase da cartilagem. Na sindvia da LCF, observamos um leve aumento de

decorina (Figura 20), pois ele participa da resposta inicial ao estresse mecénico e pode modular
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a degradacdo da matriz. No entanto, sua funcdo ainda é suficiente para manter a organizacéo
do colégeno e a integridade da cartilagem.

Assim como na LCF, na OA, hd um leve aumento da imunoexpressdo de decorin
comparado ao grupo-controle, provavelmente associada a regulacdo da fibrilogénese do
coladgeno. Essas alteracbes favorecem a desorganizagdo da rede colagénica e acelera a
degradacdo da matriz. Modificagdes na quantidade de decorin também dificulta a resposta
regenerativa, pois ele interage com TGF-B e outras citocinas, influenciando a remodelagao

tecidual.

Figura 20 - Imunofenotipagem dos proteoglicanos perlecan e decorina na matriz extracelular
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Fonte: Producéo do prdprio autor.

Legenda: Na imunoexpressao de perlecan, também associado a parede vascular e aos sinovidcitos, observa-se uma
progressdo na intensidade da imunocoloracdo com a evolugdo da doenca, sendo possivel notar maior intensidade
no grupo artrose. A imunocoloracdo por decorina pode ser detectada na parede dos vasos e nos sinoviécitos em
todos os grupos avaliados, havendo um leve aumento da intensidade da coloracdo nos grupos LCF e artrose,
quando comparados ao grupo-controle. As setas em vermelho destacam regides positivas para as coloraces.
Magnitude: 200x; Escala: 50um.

5.10 IMUNOFLUORESCENCIA PARA COLAGENO I, Il EV NA SINOVIA

Na sindvia do grupo LCF (n = 9), o colageno tipo | esta presente na matriz extracelular,
mas sua expressao, geralmente, ndo ¢ alterada substancialmente quando comparada ao grupo-
controle (0,26 vs. 0,20, respectivamente; Figura 21; Tabela 8).
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As sindvias do grupo OA (n = 11) apresentaram expressdo reduzida de colégeno tipo I,
com diferenga estatistica quando comparado a LCF (p = 0,03; pajs = 0,05; Figura 21; Tabela 8).

Quanto ao colageno tipo 111 na LCF, mesmo havendo hiperplasia sinovial inicial e
aumento da vascularizacdo, ndo ha diferenca na expressdo, quando comparado ao grupo-
controle.

J& a expressdo de colageno tipo 11 no grupo OA sofre expressiva redugdo comparado
aos demais grupos, também apresentando diferenca estatistica significativa (p = 0,003; pejs =
0,01; Figura 21; Tabela 8).

A expressao do colageno tipo V na LCF apresentou uma discreta reducdo em funcéao da
hiperplasia sinovial leve, ndo havendo diferenca estatistica entre 0s grupos.

Na sindvia da OA, a expressdo do colageno tipo V reduziu devido a sinovite cronica, ao
espessamento da membrana sinovial e a proliferacdo de fibroblastos, contudo, ndo houve

diferenca estatistica significativa entre os grupos (Figura 21; Tabela 8).

Figura 21 - Expressdo de colagenos do tipo I, 1l e V na matriz extracelular da sindvia
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Fonte: Producéo do prdprio autor.

Legenda: 200x; Escala: 200pm.

5.11 TABELA E DESENHO COMPARATIVO DOS ACHADQOS

Os achados desta tese foram sumarizados nas tabelas (Tabelas 12 e 13) e figura
representativa (Figura 22), a seguir:
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Tabela 8 - Avaliacdo da expressdo (em %) da mediana de marcadores de colageno sinovial

entre os grupos Controle, LCF e Artrose

Controle LCF Artrose .

Marcador / Local . . . Paj
Mediana (11Q) Mediana (11Q) Mediana (11Q)

Colageno | 0,20 (0,17-0,21) 0,26 (0,13-0,28) 0,09 (0,04-0,16) 0,03* 0,05

Colageno 111 0,14 (0,13-0,22) 0,14 (0,08-0,18) 0,06 (0,03-0,08) 0,003* 0,01

Coléageno V 0,14 (0,07-0,16) 0,11 (0,09-0,19) 0,09 (0,03-0,12) 0,43 —

Tabela 9 - Comparacdo da expressdo mediana da perda de matriz e celularidade de cartilagem

entre os grupos Controle, LCF e Artrose

Controle | Controle LCF LCF Artrose | Artrose .
Marcador ) i ) P Paj
Mediana 11Q Mediana 11Q Mediana 11Q
Col I centro 0.03 | 000006 | 0.3 0.02-0.25 | 0.08 | 0.01-0.16 | 0.54
Col I periferia | 0.04 | 0.01-0.07 | 0.03 0.02-0.07 | 0.02 | 001003 | 0.17
Colllcentro | 053 | 050059 | 0.35 0.17-0.43 | 032 | 027051 | 0.09
Col Il
ot 0.45 0.41-* 0.28 0.13-052 | 036 | 0.26-049 | 057
periferia
i 0.01
Safranina 8.21 6.2-11.7 | 4888 | 24.9-62.9 | 33.76 | 27.1-481 | 0.01*
(centro) (Ovs1)
) 0.03
Safranina 9.39 21-183 | 2756 | 19.7-34.0 | 26.39 | 20.0-53.0 | 0.03*
(periferia) (0Ovs2)
Celularidade /' )07 ) |1459 9390| 317.38 |201.7-462.6 | 21058 |166.1-314.6| 0.17
mm? (centro)
Celularidade /
mm2 163.68 |88.3-335.2| 210.89 |170.5-288.2| 307.43 |174.5-341.0| 0.49
(periferia)

Fonte: Dados do estudo.
Abreviaturas: LCF, lesdo condral focal; OA, osteoartrite; 11Q, intervalo interquartil; Paj, valor de p ajustado.

A figura a seguir ilustra o resumo comparativo entre os grupos (Figura 22).
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Figura 22 -
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Fonte: Producéo do préprio autor.
Nota: Notam-se diferengas na sindvia entre os grupos com o grupo OA apresentando menores concentragdes de
colageno | e 111 (p<0,05) e maiores expressao de perlecan (p>0,05). As alteracdes de osso subcondral no grupo

OA, apesar de apresentarem maior esclerose e

escores maiores, sdo comparaveis ao grupo LCF (p>0,05). As

alteracGes encontradas na cartilagem sdo similares entre os grupos LCF e OA.
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6 DISCUSSAO

O presente estudo foi motivado por multiplos fatores inter-relacionados. Primeiramente,
destaca-se a elevada relevancia clinica e social das lesdes de cartilagem, cujo impacto funcional
e econdmico é significativo. Além disso, a dificuldade no diagnostico precoce — especialmente
em estagios pré-artriticos — limita intervencfes oportunas que poderiam modificar o curso da
doenca. Outro aspecto fundamental é a raridade de amostras humanas provenientes de pacientes
sem alteracOes artriticas ou em fases iniciais/pré-osteoartriticas, o que explica a escassez de
estudos com esse perfil amostral. Adicionalmente, o cenario atual € marcado por uma crescente
demanda por terapias regenerativas e pela ampla variedade de abordagens disponiveis para o
tratamento de lesdes condrais focais, o que impde a necessidade de critérios mais objetivos de
selecdo e avaliacdo. Por fim, a tendéncia contemporanea de caracterizar a osteoartrite a partir
de parametros moleculares amplia as possibilidades de compreensdo da patogénese e de
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais precisas.

Atualmente, ndo ha protocolos consolidados de identificacdo de biomarcadores capazes
de alterar a histdria natural da OA, tampouco de permitir seu diagnéstico precoce ou modificar
significativamente sua abordagem terapéutical®. Os esforgos na detecgdo precoce da OA tém
se concentrado na anélise de metabolitos, RNAs ndo codificantes, marcadores inflamatorios,
bem como, produtos da degradacdo da cartilagem e do colageno. Apesar da auséncia de uma
metodologia diagnodstica claramente estabelecida, reconhece-se que 0s componentes
moleculares da OA refletem estagios silenciosos e ultraprecoces da doenca. Nesse contexto, a
identificacdo de similaridades e distingdes moleculares entre a OA e as LCF pode representar
uma area promissora para avancos no diagndstico, manejo e tratamento dessas condiges!®®1%,
Assim, o presente estudo ndo apenas contribui para a diferenciacdo entre essas duas entidades
como também aprimora a compreensao do espectro das lesdes cartilaginosas e de suas possiveis
inter-relagdes patologicas.

Como resultado geral deste estudo comparativo, observou-se que a unidade
osteocondral nos casos de LCF apresentou caracteristicas muito semelhantes as observadas na
OA em estagio avancado. Embora o grupo OA tenha exibido escores histologicos mais
elevados na cartilagem, bem como, maior comprometimento do osso subcondral, ndo foram
identificadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos LCF e OA. As principais
distingdes entre os grupos foram observadas no tecido sinovial adjacente, que demonstrou
variagdes significativas na expressao de colagenos tipo I e Ill.

Os achados de alteragdes osteocondrais precoces e comparaveis as observadas na OA
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em casos de LCF reforcam a hipétese de que a LCF pode representar um estagio inicial dentro
do espectro patolégico da OA. Alguns pardmetros avaliados nesta tese demonstraram
semelhancas diretas com alteragdes tipicas da OA em estagio avangado, engquanto outros,
embora estatisticamente distintos entre os grupos LCF e OA, apresentam caracteristicas
compativeis com os achados descritos em casos de OA precoce na literatura. Esses resultados
sugerem que a LCF pode compartilhar mecanismos fisiopatolégicos comuns com diferentes
estagios da OA, contribuindo para a compreensao da progressao dessa doenca degenerativa.

A presenca de alteracfes precoces no 0sso subcondral e sua progressdo ao longo da
osteoartrite (OA) estdo em consonancia com teorias que atribuem papel central ao 0sso
subcondral na patogénese da doenca. Tais achados também corroboram hipéteses que apontam
essas alteracdes como eventos iniciais nas lesdes condrais!*®301%0 No entanto, apesar dessas
alteracdes subcondrais poderem ser detectadas precocemente, ndo é possivel afirmar com
seguranga que antecedem o comprometimento da cartilagem articular. De fato, os escores de
cartilagem obtidos a partir da analise OARSI do grupo-controle — no qual ndo se esperavam
alteracdes — sugerem o contrario: alteracdes condrais ultraprecoces podem ocorrer de forma
subclinica, invisiveis macroscopicamente, e estariam associadas a lesdes ligamentares e
meniscais do joelho, como ja descrito por Johnson®'.

Tais alteracdes ocultas foram observadas com menor frequéncia no 0sso subcondral, o
que reforca a hipétese de que o comprometimento inicial da cartilagem precede as alteracdes
Osseas nas doencas osteocondrais*®1?°, Nesse contexto, o estudo de tecidos alternativos ao
cartilaginoso pode oferecer maior sensibilidade para diferenciar LCF da OA em estagios
iniciais. Ademais, 0 uso de métodos mais sensiveis para a avaliagdo do osso subcondral, como
microtomografia computadorizada, tomografia por emissao de positrons (PET) combinada com
ressonancia magnética, bem como abordagens baseadas em inteligéncia artificial, tem sido
explorado como estratégias promissoras para a identificagdo precoce de alteracdes estruturais
no espectro da OAM,

Ressalta-se, também, que os escores intragrupos de LCF de alteracao subcondral foram
similares tanto nas areas de maior acometimento condral (centro) quanto nas de menor
acometimento (periferia/borda da les&o), e evidenciaram predominancia de alterac6es leves em
ambas as regides avaliadas. Apesar disso, de forma descritiva, observa-se uma tendéncia de
menor comprometimento estrutural na periferia da leséo, o0 que corrobora a hipétese de que a
degeneracdo Gssea se concentra inicialmente na zona central da LCF, local com maior impacto
biomecénico e mais proximo da area condral lesada. O comprometimento periférico, porém,

sugere que ocorra um remodelamento 6sseo — relacionado ao dano condral — mais amplo e com
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alteracdes encontradas ndo apenas no epicentro lesional, mas sim ampliadas em um halo maior.
Ja os dados dos escores de 0sso subcondral intragrupo de OA revelaram maior heterogeneidade
nos escores atribuidos. Diferentemente da LCF, ndo se observou uma tendéncia clara de menor
comprometimento periférico. A distribuicdo dos escores foi semelhante entre centro e periferia,
refletindo uma degeneracdo 6ssea mais difusa na OA, o que é compativel com o caréater global
e progressivo da doenga. Um aspecto particularmente relevante na OA é que apenas um
paciente apresentou 0 mesmo escore no centro e na periferia, o que indica grande variabilidade
intraindividual no grau de comprometimento da unidade osteocondral. Esse padréo sugere que,
mesmo em regides anatomicamente préximas, a OA pode afetar de forma desigual o 0sso
subcondral, possivelmente em decorréncia de microambientes inflamatérios locais, alteracGes
biomecanicas heterogéneas ou vascularizacdo comprometida.

Além das alteracdes observadas no osso subcondral®®, a jungio osteocondral também
se destaca como um potencial fator distintivo entre os grupos com LCF e OA. Em contribuigéo
inovadora, Li et al.!® utilizaram modelagem computacional para demonstrar que o aumento da
permeabilidade na juncdo osteocondral influencia negativamente a lubrificacdo da cartilagem e
altera a distribuicdo de fluidos, potencialmente acelerando a degradacdo articular. Essa
abordagem sugere que a ruptura da barreira osteocondral constitui um evento critico na
progressdo da LCF para a OA. O estudo mostrou que o extravasamento de fluido subcondral
desregula a lubrificacdo sinovial e intensifica o estresse mecanico na interface cartilagem-o0sso,
reforcando a hipétese de que a perda da integridade da unidade osteocondral favorece tanto a
invasdo vascular e nociceptiva — conforme discutido por Suri e Walsh*®, que apontam a
dissolucdo dessa barreira como um gatilho inflamatdrio e doloroso — quanto a faléncia dos
mecanismos de amortecimento articular, culminando na degradagéo progressiva da cartilagem.

A relevancia funcional da juncdo osteocondral também é refletida nas estratégias
terapéuticas para LCF. Na tentativa de prevenir sua evolugdo para artrose, técnicas com
“scaffolds” bifasicos tém sido desenvolvidas com o objetivo de mimetizar a complexa biologia
dessa interface'®. Essa regido é composta por diferentes tipos celulares e por uma matriz
extracelular heterogénea, o que justifica o uso de construcfes bifasicas capazes de fornecer
suporte mecéanico, fatores de crescimento e populacdes celulares especificas, promovendo a
regeneracdo integrada da cartilagem e do osso subcondral de maneira mais eficaz.

Em nosso estudo, todas as amostras de LCF analisadas correspondiam a les6es de grau
3 ou 4, caracterizando estagios moderados e avancados de degeneracdo cartilaginosa. Essa
delimitacdo da amostragem pode, em parte, justificar a auséncia de correlagdes significativas

entre os marcadores histoldgicos, celulares e da matriz extracelular observados na cartilagem.
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Segundo Waldstein et al.®*, pardmetros biomecanicos e estruturais parecem atingir um "piso
funcional” ou patoldgico a partir de certo grau de comprometimento tecidual, o que limita a
sensibilidade de escores histoldgicos e biomarcadores para discriminar tecidos com niveis
semelhantes de degeneracdo. Assim, a inclusdo apenas de lesdes em estagios avancados pode
ter reduzido a variabilidade dos achados histolégicos, dificultando a identificacdo de
correlag0es estatisticamente significativas.

Esses resultados reforcam a relevancia de se incluir, em estudos futuros, amostras de
LCF em estagios mais iniciais ou biopsias mais afastadas do centro da lesdo, que tendem a
apresentar maior heterogeneidade funcional e estrutural. Essa variabilidade pode ser crucial
para a identificacdo de biomarcadores precoces de degeneragéo osteocondral, contribuindo para
o diagnostico e intervencdo em fases mais favoraveis da doenca.

A andlise de outros parametros da cartilagem, como a densidade celular, a deposicéo de
proteoglicanos e a expressdo de colagenos, também n&o revelou diferencas significativas entre
os grupos com LCF e OA. Ambos os grupos apresentaram perda de proteoglicanos e reducéo
da proporcéo de colageno tipo Il — achados consistentes com o padrdo degenerativo descrito
na literatura®*®3, Essa similaridade nos perfis histologicos reforca a hipGtese de que, mesmo em
lesOes focais, o grau de dano condral e de remodelagdo da matriz extracelular pode atingir
niveis comparaveis aos observados em casos cronicos de OA, com desorganizagdo estrutural e
celular substancial®®,

A perda de proteoglicanos € um marcador amplamente utilizado para quantificar a
degeneracdo da matriz cartilaginosa*®. No entanto, a auséncia de diferencas significativas na
coloragcdo por safranina entre 0s grupos ndo esgota as possibilidades de avaliacdo desse
processo degenerativo, tampouco reflete, de forma abrangente, a atividade enzimatica
relacionada a degradacdo da cartilagem, como a acdo das agrecanases. Existem métodos
alternativos que podem fornecer informagGes mais detalhadas e sensiveis, capazes de
discriminar melhor entre LCF e OA.

Entre esses metodos, destacam-se o uso de coloragbes complementares para a
quantificacdo da perda de proteoglicanos®®® e a analise de biomarcadores especificos de
clivagem do agrecan, como os epitopos ARGS (alanina-arginina-glicina-serina), associados a
atividade de agrecanases®™. Além disso, a quantificagdo direta das enzimas degradativas
ADAMTS-4 e ADAMTS-5 (ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif) bem
como a analise do marcador CS846, relacionado ao turnover do agrecan®>'*, representam
estratégias promissoras para distinguir, em nivel molecular, os diferentes padrdes degenerativos
entre LCF e OA.
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A auséncia de diferencas significativas na celularidade entre os grupos foi um achado
inesperado, especialmente diante da expectativa de maior perda condrocitéria no grupo OA,
associada a degradacéo tecidual e a inducé@o de apoptose. No entanto, esse resultado pode ser
parcialmente explicado pela presenca aumentada de fibroblastos observada qualitativamente
nas laminas histolégicas, os quais podem compensar a perda de condrdcitos. A infiltracdo
fibroblastica, comumente associada a estimulos reparativos, ocorre tanto na LCF quanto na OA,
de forma difusa e com ampla variabilidade interindividual, o que dificulta sua quantificacdo
estatistica.

A anélise do perfil celular com base apenas na contagem celular e nos parametros
histolégicos convencionais mostrou-se insuficiente para uma distingdo categorica entre LCF e
OA. E importante destacar que alteracdes fenotipicas dos condrdcitos, como variacdes na
capacidade proliferativa, no perfil secretério, na taxa de apoptose, além de processos de
desdiferenciacéo e hipertrofia, podem ocorrer durante a degeneragao cartilaginosa®. A analise
quantitativa desses parametros fenotipicos poderia ter oferecido maior poder discriminativo
entre 0s grupos, revelando diferencas funcionais mesmo na auséncia de varia¢des significativas
na densidade celular.

Nesse contexto, o estudo de Acevedo et al.''! oferece uma contribuigéo relevante para
a compreensdo da heterogeneidade celular em lesdes condrais focais (LCF). Os autores
realizaram biopsias tanto da regido central quanto da periferia das lesdes e compararam 0s
parametros celulares entre essas areas. Foi observada uma ampla variabilidade na celularidade
entre os doadores, com valores variando de menos de 0,5 até mais de 10 milhdes de células por
grama de tecido. Essa heterogeneidade impediu a identificacdo de diferencas estatisticamente
significativas nesse parametro, tanto na analise global quanto entre diferentes grupos clinicos.
Apesar disso, o estudo demonstrou que a cartilagem da regido central das lesdes condrais
apresenta qualidade histoldgica inferior, menor viabilidade celular e capacidade reduzida de
formacéo de nova cartilagem, quando comparada a cartilagem periférica adjacente. Mesmo em
articulagées com sinais inflamatérios acentuados, o tecido periférico mostrou caracteristicas
superiores, como maior teor de glicosaminoglicanos e maior expressao de colageno tipo Il e
agrecan. Os condrdcitos provenientes da regido periférica mantiveram um fendtipo mais
funcional e condrogénico, enquanto 0s condrocitos centrais apresentaram sinais de
desdiferenciacdo e expressdo aumentada de enzimas degradativas, como MMP-13 e ADAMTS-
5, especialmente quando extraidos de cartilagens de pior qualidade. Esses achados sugerem
que, embora macroscopicamente preservados, os tecidos periféricos ja exibem alteracGes

moleculares compativeis com um fenotipo osteoartritico incipiente (pré-OA). Além disso,
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mesmo condrocitos isolados de cartilagem periférica considerada de "boa qualidade”
expressaram niveis dessas enzimas superiores aos observados em cartilagem saudavel,
indicando que o processo degenerativo pode estar presente de forma subclinica. Essa
constatacdo de doenca osteocondral na periferia da lesdo é semelhante aos nossos achados
intragrupos de acometimento 6sseo subcondral. Embora mais estudos e mais amostras possam
contribuir com a relevancia estatistica, ndo foram observadas diferencas 6sseas entre os dois
locais de biopsias (centro vs. periferia) em nenhum grupo.

Os estudos também levantam uma questdo clinica relevante: até que ponto o tecido
periférico deve ser preservado ou removido em abordagens regenerativas. Os resultados
reforcam a ideia de que lesdes condrais focais possuem potencial degenerativo sistematizado e
progressivo, o que também é confirmado pelo estudo de Squires®®, que corrobora e sustenta a
hipdtese desta tese de que a LCF compartilha mecanismos histologicos e moleculares com a
osteoartrite em estagio inicial.

A mudanca no perfil celular pode ser indiretamente avaliada por meio da quantificagcao
dos produtos secretados e expressos pelas células. Em nosso estudo, ndo se observou um
aumento na deposicdo de colageno tipo I na cartilagem dos grupos com LCF e OA, o qual seria
0 padrdo esperado em resposta a processos reparativos secundarios ao dano condral,
caracterizados pela formagc&o de fibrocartilagem®’ 8112,

No grupo-controle, observou-se, como esperado, predominio da expressdo de colageno
tipo 1l (embora ndo estatisticamente significativo), compativel com a composicéao da cartilagem
hialina e com o perfil secretdrio caracteristico do condrdcito diferenciado. Esse achado reforca
que a diminuicdo na expressdo de colageno tipo Il observada no grupo LCF representa uma
resposta direta ao dano osteocondral, e ndo um efeito secundario decorrente de lesdes
associadas, como meniscopatias ou instabilidades ligamentares, também presentes em alguns
casos do grupo-controle.

Os resultados do estudo em modelo animal de Lorenz et al.*®" demonstram que a
expressao de colageno tipo 1l e colageno tipo I na cartilagem é precocemente aumentada e se
mantém de forma estavel durante o desenvolvimento da osteoartrite, independentemente da
localizacdo anatdmica da amostra ou do grau histologico da lesdo. Esse padrdo molecular
mostrou-se mais sensivel e persistente que as alteracbes morfoldgicas detectaveis, enquanto
genes como MMP-13, agrecan e tenascina-C permaneceram inalterados até fases mais tardias.
No estudo desta tese, verificou-se que, tanto nas lesdes condrais focais (LCF) quanto na
osteoartrite (OA), houve reducdo da expressao de colageno tipo Il em relagdo ao grupo-controle

— marcador caracteristico da cartilagem hialina — (embora sem significancia estatistica).
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Apesar das diferencas no perfil colagénico, ambos os trabalhos convergem ao indicar que
alteracdes moleculares podem ocorrer de forma precoce. Esse conjunto de evidéncias reforca
que o desequilibrio entre colageno tipo I e Il pode atuar como marcador sensivel de degeneragédo
osteocondral, tanto na OA experimental descrita por Lorenz et al. quanto nas amostras humanas
analisadas nesta tese, complementando os critérios morfoldgicos tradicionais e apontando para
biomarcadores com potencial valor no diagnostico e na intervencao precoce.

A auséncia de diferencas significativas no escore de Krenn entre os grupos analisados
sugere que todas as condic¢des estudadas compartilham caracteristicas de sinovite de baixo grau,
compativeis com o espectro das doencas articulares ndo inflamatorias. Esse achado esta de
acordo com a literatura, que classifica a osteoartrite (OA) e a artrite pds-traumatica como
entidades associadas a sinovite leve, em contraste com o padrdo de sinovite de alto grau
observado na artrite reumatoide*2,

Entretanto, vale destacar que as médias do escore de Krenn observadas nos grupos com
LCF (3,5) e OA (4,8) foram superiores as médias tradicionalmente reportadas na literatura para
OA (em torno de 2), o que pode indicar um componente sinovial inflamatério maior nos casos
avaliados neste estudo. Tal discrepancia pode estar relacionada a fatores como a gravidade das
lesGes, o perfil dos pacientes ou 0 momento da coleta das amostras.

O funcionamento adequado da articulagdo depende, em grande medida, da integridade
estrutural e da composi¢cdo da matriz extracelular (MEC), na qual os proteoglicanos (PGs)
exercem um papel essencial. Dentre eles, 0 agrecan € o principal responsavel pelas propriedades
viscoelasticas da cartilagem, além de desempenhar funcBes cruciais nas interacdes entre 0s
condracitos e a MEC. Os proteoglicanos biglycan e decorina contribuem para a estabilizacdo
da matriz ao regularem sua organizacdo e manutencdo estrutural. Ja o versican é um
proteoglicano transitorio, predominantemente expresso durante 0s estagios iniciais da
diferenciacdo condrogénica, sendo, posteriormente, substituido pelo agrecan a medida que os
condrécitos amadurecem e a cartilagem adquire suas propriedades funcionais.

O perlecan € um proteoglicano da matriz basal que desempenha func¢des fundamentais
na organizagéo estrutural da cartilagem, na estabilizacdo da matriz extracelular (MEC) e na
retencdo de fatores de crescimento, como o FGF-2, além de interagir diretamente com o
colageno’. Sua presenca também esta relacionada as propriedades mecanossensoriais da
cartilagem e a regulacdo funcional da sindvia.

No presente estudo, observou-se um aumento da expressao de perlecan na sindvia do
grupo com osteoartrite (OA), especialmente em regides associadas a parede vascular espessada

e a camada de revestimento sinovial. Embora essa diferenca nao tenha alcancado significancia
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estatistica, o valor de p préximo ao limiar sugere que, com um aumento da amostra, o perlecan
poderia se consolidar como um marcador sinovial relevante na diferenciagéo entre OA e lesoes
condrais focais (LCF).

Esse achado € consistente com estudos anteriores que demonstram a atuacao do perlecan
ndo apenas como componente estrutural da membrana sinovial, mas, também, como modulador
funcional, potencialmente envolvido na patogénese da OA®. Além disso, a literatura associa o
aumento de sua expressdo a formacdo de ostedfitos e aos estagios mais avangados da OA —
caracteristicas presentes no grupo OA e ausentes no grupo LCF®. A localizagdo preferencial
do perlecan junto as paredes vasculares e aos sinovidcitos observada neste estudo também estéa
em consonancia com achados descritos por Dodge et al.*® e Patterson et al.®8, reforgando o papel
desse proteoglicano na remodelacéo sinovial e vascular associada a progressao da doenca.

A decorina tem sido implicada na resposta inicial ao estresse mecanico e na modulagédo
da degradacdo da matriz extracelular, o que pode justificar o aumento de sua expressdo
observado na sindvia do grupo LCF%’. Esse achado pode refletir uma regulacio positiva local,
uma vez que estudos prévios demonstraram que a decorina atua de forma protetora, retardando
a perda de agrecan e a fibrilacdo da superficie cartilaginosa, contribuindo para a atenuacao da
degeneracéo condral®®.

Entretanto, a auséncia de diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos
corrobora estudos que ndo identificaram associacdo entre os niveis de decorina no liquido
sinovial e o diagndstico de OA®, Além disso, essa auséncia de diferenca pode ser explicada
pelo envolvimento da decorina em processos de desdiferenciacdo condrocitaria, fendmeno
descrito tanto na OA quanto na LCF*®.

Por outro lado, esse achado contrasta com evidéncias que demonstram aumento da
expressdo génica e proteica de decorina em estagios avangados da OA, possivelmente como um
mecanismo compensatorio diante da perda global de proteoglicanos'?. De forma similar, Little,
em estudo experimental em ovinos'®®, avaliou a cartilagem articular de diferentes regides
submetidas a variados niveis de estresse mecanico quanto a sintese de proteoglicanos —
agrecan, biglycan e decorina — em condi¢cBes normais e apds meniscectomia lateral,
intervengdo que induz osteoartrite precoce. Apds a meniscectomia, observou-se uma elevagédo
na biossintese de biglycan e decorina nas cartilagens tibial e femoral laterais, acompanhada por
aumento da degradacdo do agrecan. Esses dados indicam que a modulacdo da expressao de
decorina (e biglycan) representa uma resposta inicial e adaptativa dos condrocitos a alteraces

mecanicas, sugerindo que essas alteracdes ocorrem precocemente na osteoartrite experimental.



6 Discussdo 93

De forma complementar, o estudo de Ali et al.}** encontrou niveis reduzidos de decorina
e agrecan no liquido sinovial em diferentes estagios da OA, o que pode refletir tanto 0 aumento
da atividade catabdlica quanto um processo ativo de remodelacéo sinovial.

A associacao entre esses achados da literatura e os resultados desta tese, particularmente
a auséncia de diferencas significativas na expressdo sinovial de decorina entre LCF e OA,
reforca a semelhanca entre essas duas entidades. Esses dados contribuem para a hipotese central
do presente trabalho, de que a LCF compartilha caracteristicas moleculares e estruturais com
estagios precoces da osteoartrite.

Na revisdo conduzida por Moretti et al.**?, diversos biomarcadores foram analisados em
relacdo a progressao da OA, com destaque para 0s proteoglicanos agrecan e decorina, cujos
niveis foram significativamente reduzidos em amostras de pacientes com OA. Além disso, 0
estudo identificou marcadores com potencial utilidade na defini¢do da cronologia da doenca.
Entre esses, a periostina apresentou niveis elevados nos estagios iniciais da OA, enquanto o
CRTAL e as metaloproteinases da matriz (MMPs) — como MMP-13 — mostraram-se
aumentados nos estagios mais avancgados, refletindo o avanco do processo degenerativo. No
contexto da regeneracao tecidual natural, o colageno tipo Il foi observado em maior quantidade
nas fases iniciais da OA, mas com reducdo progressiva a medida que a doenca evolui para
estagios tardios.

Esses achados reforcam o potencial uso de biomarcadores como ferramentas para
estratificacdo temporal da OA e para diferenciacdo de estagios da doenca, podendo também
auxiliar na distingcdo entre lesdes condrais focais e quadros degenerativos mais avangados.

No presente estudo, observou-se hiperplasia sinovial inicial e aumento da
vascularizagdo na sindvia dos pacientes com lesdo condral focal. No entanto, os niveis de
colageno tipo I e tipo 11l na sindvia desses pacientes foram semelhantes aos observados no
grupo-controle, sem diferencas estatisticamente significativas. Estudos anteriores indicam que
0 colageno tipo | atua como regulador negativo da inflamacdo e pode exercer efeito
biofarmacolégico na modulagdo tecidual®.

Esse achado reforga a hipotese de que, em estagios iniciais de lesdo osteocondral, ainda
ndo ha desregulacéo significativa da homeostase articular capaz de impactar de forma marcante
a expressdo de colagenos na sindvia. Tal constatacdo também sugere que intervencdes locais
precoces podem evitar a progressao do dano articular e impedir a ativagdo de uma cascata

degenerativa multitecidual, caracteristica da osteoartrite (OA).
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Além disso, a presenca de coladgenos depositados na matriz extracelular tanto nos
grupos-controle quanto LCF pode representar um novo alvo terapéutico. Conforme descrito na
literatura, o blogqueio das interacGes mediadas pelos telopeptideos das moléculas de colageno
poderia limitar o processo de fibrose e a progresséo da desorganizagéo sinovial”°.

Os niveis de colageno tipo I e 11l na sindvia do grupo com osteoartrite (OA) foram
significativamente mais baixos em comparagéo aos grupos-controle e LCF. Essa redugéo pode
ser atribuida a maior degradacéo tecidual associada a OA, mediada por citocinas inflamatorias
e metaloproteinases, ou, ainda, a natureza crénica da lesdo, marcada por um padréo inflamatério
menos agudo. Esse achado refor¢a a visdo atual da OA como uma doenca articular de carater
multitecidual, na qual alteracdes estruturais da sindvia, induzidas pela degradacdo da matriz
extracelular e pela acio de colagenases, desempenham papel relevante na patogénese®:.

O achado de menor expressdo de colageno tipo | no tecido sinovial do grupo OA
contrasta com os resultados do estudo metabolémico e protedmico conduzido por Ge et al. 34,
que identificaram niveis elevados de colageno tipo | na sindvia de pacientes com OA,
associados ao aumento da atividade de fosfatase alcalina. Os autores interpretaram esses dados
como evidéncia de um processo osteogénico ativo, potencialmente impulsionado pela
diferenciacdo de fibroblastos sinoviais, células-tronco mesenquimais e condrdcitos
hipertrofiados. Esse processo, segundo 0s autores, poderia culminar em condromatose sinovial
por meio da remodelacdo da matriz extracelular e da ativacao das vias de sinalizacdo COL1A1
e COL3AL

A anélise comparativa entre 0s achados desta tese e os de Ge et al. sugere que, embora
0s niveis de colageno tipo Il estejam reduzidos no grupo OA em relacdo ao grupo LCF, sua
expressao ainda se encontra aumentada quando comparada a tecidos sinoviais normais, nao
acometidos por processos degenerativos. Esse padrdo pode refletir um estado intermediario de
remodelagdo tecidual, caracteristico da OA em progresséo.

A revisio sobre fibrose sinovial conduzida por Zhang et al.? também descreve a sindvia
osteoartritica como um tecido com expressao aumentada de colagenos tipo I e 111, corroborando
a linha argumentativa adotada nesta tese. Os autores caracterizam a fibrose sinovial na
osteoartrite (OA) como resultado da deposicdo anormal de colagenos sob condicBes
patoldgicas, principalmente na subintima, associada a processos de remodelagdo tecidual,
angiogénese e invasdo de fibras nervosas.

Adicionalmente, o colageno tipo Il tem sido descrito na literatura como um marcador
associado a inflamag&o’, com expressdo mais acentuada em fases agudas, como na artrite pos-

traumatica e nas lesdes condrais focais (LCF)®?, sendo a sinovite considerada em alguns estudos
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como fator preditivo de progressdo da condropatia®. Ja nos casos de OA, espera-se um padrio
mais fibrotico e crénico, com remodelagdo da matriz predominando sobre o componente
inflamatdrio agudo.

A maior presenca de fibrose sinovial observada na analise histoldgica do grupo com
osteoartrite (OA), associada a menor concentracdo de coldgeno tipo Ill na sindvia, esta em
concordancia com estudos*? que relatam uma relagdo inversa entre o grau de fibrose e a
intensidade da inflamacdo e do infiltrado celular na sindvia de pacientes com OA. Esses estudos
sugerem que a fibrose é predominantemente, embora ndo exclusivamente, encontrada nos
estagios mais avancados da doencga. Além disso, apontam para uma possivel transicdo de um
fendtipo sinovial inflamatério para um fenétipo fibrotico ao longo da progressdo da OA,
indicando que os fatores envolvidos na inducdo da fibrose podem ser regulados positivamente
durante a fase inflamatoria inicial*>°3%,

Os achados desta tese contribuem para o entendimento da dindmica entre sinovite e
fibrose ao longo do curso da OA — um processo reconhecido, porém ainda ndo completamente
elucidado na literatura®®. Dentre os aspectos que permanecem indefinidos nesse processo,
destacam-se: (1) a possibilidade de que outros tipos de colageno, além do tipo | e 111, estejam
mais diretamente associados a inflamacdo ou a fibrose nos estagios avancados da OA; (2) a
hiptese de que a distribuicdo dos coladgenos varie regionalmente na sindvia, sendo
potencialmente mais expressiva em areas distintas da regido suprapatelar; (3) o fato de que nem
todos os subtipos de sinovite cursam com fibrose e que essa manifestacdo pode ndo estar
presente em todos os casos de OA,; (4) a influéncia de variacdes individuais, como estagio da
doenca, caracteristicas do paciente e localizacdo anatdmica da amostra, na modulacéo do perfil
de colageno; e (5) a possibilidade de que inflamacao e fibrose coexistam de forma independente
em diferentes regides da sindvia®.

A auséncia de diferenga significativa na expressdo de colageno tipo V entre 0s grupos
analisados, aliada ao seu baixo valor absoluto em comparagdo com os colagenos tipo I e Ill,
sugere que o colageno V exerce papel secundario na estrutura da sindvia e tem participacdo
limitada nos processos patoldgicos associados a osteoartrite. Esses dados indicam que, ao
contrario dos colagenos mais abundantes, o colageno tipo V pode ndo ser um marcador
relevante de remodelacao ou inflamacéo sinovial em estagios iniciais ou avancados da doenca,
0 que é contrastante com os achados de Atayde et al. em seu modelo experimental em ratos,
com o qual concluiram que a suplementagdo de colageno V diminui a inflamac&o sinovial e a

resposta fibrética, possivelmente pelo aumento da apoptose de células inflamatorias.
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O estudo clinico-patoldgico conduzido por Ene et al.®2 analisou amostras de sindvia de
pacientes com osteoartrite em diferentes estdgios evolutivos, evidenciando sinovite
significativa com infiltrado mononuclear, fibrose difusa, espessamento da camada sinovial e
neoangiogénese, mesmo nos casos classificados como artrose inicial. Em estagios avancados,
a sinovite mostrou-se mais difusa, extrapolando os limites dos defeitos condrais, indicando um
acometimento sinovial mais global e refletindo a degradacéo articular na OA®.

No presente estudo, embora todas as biopsias sinoviais tenham sido obtidas
exclusivamente da regido suprapatelar, a maior expressdo de colagenos tipo | e 11l observada
no grupo LCF sugere a presenga de um processo inflamatério difuso, e ndo apenas localizado
nas adjacéncias do defeito condral. Esse achado reforca a hipdtese de que alteragdes sinoviais
podem ocorrer a distancia da lesdo principal, afetando compartimentos articulares néo
diretamente envolvidos.

Por outro lado, a auséncia de diferencas entre os grupos quanto ao escore de Krenn e a
expressdo de colageno tipo V na sindvia sugere que nem todos os marcadores sinoviais
avaliados refletem alteracdes globais de forma uniforme. A andlise exclusiva da regido
suprapatelar, embora metodologicamente padronizada, pode ndo capturar toda a
heterogeneidade inflamatéria da articulagdo. Assim, a auséncia de correlacGes estatisticas mais
abrangentes ndo invalida a relevancia bioldgica dos achados locais, mas destaca a limitacdo
intrinseca da amostragem restrita.

Esses resultados ressaltam a importancia de futuras investigacdes que incluam multiplos
sitios anatdmicos e diferentes fases da doenca, a fim de permitir uma caracterizacdo mais
precisa da distribuicéo espacial da sinovite e de seu papel na fisiopatologia da OA.

Dentre os possiveis fatores de confuséo na distingdo entre LCF e osteoartrite (OA),
destaca-se a influéncia de caracteristicas clinicas dos pacientes, como obesidade, tabagismo e
doencas metabolicas, que podem interferir diretamente na progressdo da doencga®”'*’. Estudos
futuros que comparem LCF e OA em populagdes mais homogéneas — especialmente pacientes
jovens — podem contribuir para minimizar esses vieses ao permitir melhor distribuicdo dessas
variaveis clinicas entre os grupos. Além disso, 0s processos metabolicos e moleculares
envolvidos na cicatrizagdo e degeneragdo articular variam conforme o tempo de evolucgéo da
doenca. No presente estudo, todos os parametros clinicos foram devidamente tabulados e, em
cenarios futuros de maior casuistica, tais correlacfes podem ser avaliadas a fim de agregar mais
informacgdes sobre o comportamento e a evolucdo das LCF e OA ao longo do tempo.

Esses achados reforcam a importancia de estudos com amostras maiores, que

possibilitem analises mais robustas e estratificadas de acordo com o tempo de evolucdo da
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doenca, permitindo identificar potenciais modificadores clinicos ou moleculares da resposta
tecidual.

As diferencas observadas neste estudo, especialmente a maior expressao de colageno
tipo I e 11l na sindvia de pacientes com lesdo condral focal, podem ter implicacdes terapéuticas
relevantes na OA. Esses achados sugerem que estratégias voltadas a prevencdo da fibrose
sinovial devem ser consideradas precocemente, mesmo em estagios iniciais da doenca, como
nas LCF, antes que o processo degenerativo multitecidual esteja plenamente estabelecido.

O tecido sinovial, particularmente a fibrose sinovial, tem sido amplamente investigado
como potencial alvo terapéutico na OA, seja por sua contribui¢do para a patogénese articular,
seja pela possibilidade de identificacdo de marcadores precoces da doenca. Entre as abordagens
experimentais, destaca-se o uso do ultrassom de baixa intensidade com pulso (LIPUS), que
demonstrou reduzir a deposi¢do de colageno na sindvia e retardar a progressdao da OA em
modelos animais®.

Além disso, terapias antifibroticas mais recentes, como o uso de Nintedanibe (inibidor
da tirosina-quinase) ou de Tofacitinibe (inibidor da JAK), tém sido estudadas por suas
propriedades moduladoras da fibrose sinovial. Até mesmo terapias amplamente utilizadas na
pratica clinica, como a aplicacdo de plasma rico em plaquetas (PRP), foram associadas a
alteracBes no perfil de fibrose sinovial®*, ressaltando a complexidade da resposta sinovial frente
a diferentes intervengoes.

Esses dados reforcam a relevancia de incluir o tecido sinovial nas estratégias de
investigacdo e intervencdo terapéutica, ampliando o foco além da cartilagem e do 0sso
subcondral para o tratamento integral da OA.

Acrescenta-se que o0s achados teciduais identificados neste estudo podem ser
correlacionados, em investigacdes futuras, com escores compostos de atividade enzimatica,
dosagem de biomarcadores séricos ou sinoviais®, parametros avancados de imagem obtidos
por tecnicas tridimensionais, como microtomografia computadorizada ou ressonancia
magnética quantitativa (T2 mapping, dGEMRIC, T1p)*®, bem como com perfis de expressdo
génica e mapeamento de vias de sinalizacdo associadas a patogénese articular'>®, Tais
correlagcbes podem contribuir para uma caracterizacdo mais precisa das entidades clinicas
envolvidas no espectro degenerativo articular.

Além disso, a resposta regenerativa pode variar de acordo com a gravidade da leséo
condral, o estagio de progressdo da doenca e a presenca de um microambiente inflamatdrio
hostil a regeneracdo. Estudos demonstram que células-tronco mesenquimais podem estar

105

presentes na sinovia de pacientes com LCF, ainda que de forma heterogénea ">, o que levanta



6 Discussdo 98

a possibilidade de que intervengdes terapéuticas precoces favorecam a mobilizacdo e o
recrutamento dessas células, potencialmente prevenindo a progressdo degenerativa. No entanto,
também j& se documentou a presenca de células mesenquimais em sinovites associadas a
estagios avancados de osteoartrite, como observado por Sekiya et al.8’, o que evidencia a
complexidade do papel dessas células nos diferentes contextos patologicos.

A comparacéo entre LCF e OA também deve considerar a atual compreens&o de que a
OA representa um espectro clinico e molecular composto por mdaltiplas apresentacfes
fenotipicas. Segundo revisao de Dell’Isola et al.%®, a OA pode ser classificada em, pelo menos,
seis subtipos distintos: inflamatdrio, mecénico, metabdlico, osteoporotico, senescente e
neuropético. Cada fendtipo apresenta caracteristicas moleculares e histologicas proprias, o0 que
pode influenciar significativamente a forma como a doenca se manifesta e, consequentemente,
a validade das comparacdes com LCF.

Por exemplo, no fenotipo inflamatorio, observa-se aumento de citocinas inflamatorias e
presenca acentuada de sinovite, enquanto o fenétipo metabdlico é frequentemente associado a
expressao de adipocinas. O fendtipo senescente € caracterizado pela reducédo da sinalizacdo de
TGF-B e da expressdo do fator de transcricdo SOX9, essencial para a manutencdo do fendtipo
condrogénico. J& o fenotipo osteoporotico apresenta fragilidade do osso subcondral e maior
propensdo a microfraturas. Por fim, o fendtipo neuropético se associa ao aumento de
mediadores neurogénicos, como a substancia P e o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP).

Nesse contexto, € plausivel que os parametros avaliados nos casos de LCF apresentem
diferentes niveis de correlagdo com os achados histologicos e moleculares da osteoartrite (OA),
a depender do fenotipo especifico da OA com o qual estejam sendo comparados. A
complexidade inerente a doencga, associada a multiplicidade de fatores clinicos, metabdlicos e
biomecénicos que influenciam sua expressdo, pode justificar a auséncia de diferencas
estatisticamente significativas entre os grupos LCF e OA em algumas das andlises realizadas
neste estudo.

Uma possivel limitacdo metodoldgica do presente estudo que pode ter contribuido para
a auséncia de diferencas significativas entre os grupos LCF e osteoartrite (OA) nos parametros
de avaliacdo da cartilagem refere-se a localizacdo anatdmica das biopsias osteocondrais. As
amostras foram obtidas de diferentes regides articulares — céndilo femoral medial, condilo
femoral lateral e troclea femoral —, sem pareamento randdémico entre 0s grupos. Observou-se,
neste estudo, uma predominancia de bidpsias provenientes do condilo femoral medial no grupo

OA, 0 que é justificado pela maior prevaléncia de comprometimento medial nos casos de
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artrose. Por outro lado, as bidpsias do grupo LCF apresentaram distribuicdo mais equilibrada
entre os compartimentos articulares.

Considerando que o fator mecanico exerce papel fundamental na progressdo da OA,
areas submetidas a maior sobrecarga funcional tendem, quando lesionadas, a entrar em um ciclo
vicioso de degradacéo osteocondral, com remodelamento subcondral e liberagé&o de debris para
0 espaco articular, o que contribui para sinovite reacional e aumento da secregdo sinovial®.
Assim, a localizacdo da biopsia pode influenciar significativamente os achados histoldgicos,
independentemente do estagio clinico da doenca.

Para minimizar esse tipo de viés em estudos futuros, sugere-se a padronizacdo
anatémica dos sitios de coleta, com mapeamento preciso das regides submetidas a maior carga
mecanica e analise estratificada por compartimento articular. A inclusdo de parametros
adicionais, como o grau de deformidade mecanica e o perfil de distribuicdo de carga articular,
pode auxiliar na interpretagdo dos achados teciduais e melhorar a comparabilidade entre os
grupos LCF e OA.

Embora a amostra utilizada no presente estudo tenha se mostrado adequada para
identificar diferencas moderadas e intensas entre 0s grupos nos parametros analisados, o0
aumento da casuistica poderia permitir a deteccdo de diferengas mais sutis, particularmente em
variaveis com maior variabilidade interindividual. A heterogeneidade intrinseca das lesGes
osteocondrais, aliada a suscetibilidade dos achados histol6gicos a localizagdo anatémica das
bidpsias, representa uma importante fonte de variacao.

Além disso, eventuais alteracGes decorrentes do processamento histotécnico, como
variagcdes na espessura das laminas, coloracdo e preservacdo do material, também podem
influenciar os resultados e dificultar a discriminacgao entre os grupos. Esses fatores reforcam a
importancia de amostras maiores e metodologias mais padronizadas em estudos futuros, a fim
de aumentar a sensibilidade analitica e reduzir o impacto de variaveis técnicas e anatbmicas
sobre os achados teciduais.

Nesta tese, ndo foram realizadas analises comparativas — entre os diversos parametros
histoldgicos e moleculares da cartilagem e da sindvia como o escore de OARSI, a perda de
proteoglicanos, a expressdao de colagenos tipo | e Il, a celularidade condral e os colagenos
sinoviais — devido a casuistica do trabalho.

Embora haja na literatura associacdo entre alguns parametros como, por exemplo, entre
perda de proteoglicanos e danos as fibrilas colagenas®®!, tal associacdo ndo ocorre sempre de
forma previsivel**, o que, por si s, pode refletir a natureza multifatorial, dindmica e

heterogénea da degeneracgéo osteoarticular, conforme ja descrito na literatura.
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Fosang e Little’, por exemplo, destacaram que a degradagio da matriz cartilaginosa,
particularmente da molécula de agrecan, pode ocorrer de forma dissociada da remodelagdo
colagénica, sendo possivel observar perda de proteoglicanos sem substitui¢cdo proporcional do
colageno tipo Il por colageno tipo I, dependendo do estagio da doenca. De modo semelhante,
Madry et al.2? demonstraram, em modelos experimentais, que a fibrose sinovial ou a presenca
de sinovite ndo necessariamente se correlacionam com a expressao dos colagenos tipo Ill e V.
Complementarmente, Krenn et al.%® evidenciaram que a fibrose sinovial pode ocorrer
independentemente do grau de infiltrado celular ou da pontuacéo inflamatéria, sugerindo que a
remodelagdo da matriz sinovial pode seguir vias distintas da ativacdo imunoldgica.

Esses achados sustentam a hipdtese de que 0s processos celulares e as alteracdes da
matriz extracelular, embora inter-relacionados, ndao evoluem de forma linear ou paralela,
especialmente em amostras clinicas heterogéneas como as analisadas neste estudo. A auséncia
de correlagGes diretas entre os parametros avaliados reforga a complexidade da fisiopatologia
osteocondral e sinovial, e destaca a importancia de abordagens analiticas mais integrativas,
incluindo modelos longitudinais e multivariados, para aprofundar a compreensao das interacdes
entre os diferentes compartimentos articulares.

O presente estudo apresenta uma analise abrangente com o objetivo de diferenciar lesbes
condrais focais (LCF) e osteoartrite (OA), por meio da avaliacéo integrada de distintos tecidos
articulares — sindvia, cartilagem e osso subcondral. Essa abordagem se mostra especialmente
pertinente a luz do conceito contemporaneo da OA como uma doenca de carater multitecidual,
e do crescente interesse cientifico no papel do osso subcondral como elemento central na sua
fisiopatologia.

Destaca-se, ainda, o valor da investigacdo realizada com amostras obtidas de pacientes
humanos vivos, considerando que grande parte do conhecimento atual sobre a progressdo da
OA e seus biomarcadores deriva de modelos experimentais em animais. Um exemplo relevante
é 0 estudo conduzido por Takahashi et al.**!, que buscou identificar marcadores pré-artriticos
em um modelo murino de osteoartrite induzida por desestabilizacdo do menisco medial. Nesse
modelo, os autores demonstraram que alteragcbes moleculares importantes — como o aumento
da expressdao de MMP-13, ADAMTS-5, Gremlin-1 e HYBID (hyaluronan binding protein
involved in hyaluronan depolymerization) — ocorrem ja nas primeiras 24 horas apos a leséo,
precedendo alteracGes morfoldgicas detectaveis na cartilagem.

Esses achados dialogam diretamente com os resultados da presente tese, especialmente
em relacdo as amostras de LCF, reforcando a hipotese de que alteragBes histologicas e

moleculares profundas podem estar presentes mesmo em lesdes que, do ponto de vista clinico
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ou por imagem, aparentam ser isoladas e iniciais. Tanto no modelo animal quanto nas biopsias
humanas aqui analisadas, foram identificados eventos precoces, como a perda de
proteoglicanos, desorganizacdo da matriz extracelular e morte condrocitaria superficial —
alteracbes que antecedem a degradacdo estrutural evidente da cartilagem. O aumento
progressivo do escore OARSI no modelo experimental também corrobora os achados obtidos
neste estudo.

Essas evidéncias sustentam a visao de que a LCF pode representar um estégio inicial do
espectro degenerativo da OA, caracterizado por um perfil bioquimico ja ativo de
remodelamento tecidual desfavoravel. Dessa forma, os dados reforcam a importancia de
intervencdes terapéuticas mais precoces, especificas e orientadas por marcadores moleculares,
com o objetivo de interromper a progressao para estagios mais avangados da doenca.

Por fim, a caracterizacdo histoldgica de casos de LCF realizada neste estudo, em
pacientes candidatos a procedimentos de regeneracdo cartilaginosa e anterior a intervencao
terapéutica, pode servir como base de comparacao para estudos que avaliam tecidos reparativos
apos tratamentos de cartilagem. Embora a maioria das evidéncias disponiveis na literatura
descreva os resultados pos-tratamento com base em achados artroscépicos ou de imagem,
alguns estudos também incluem andlises histolégicas diretas.

Roberts et al.>®, por exemplo, relataram bons resultados histologicos apds
procedimentos reparativos, observando boa integracdo do novo tecido a cartilagem nativa. No
entanto, a morfologia do tecido regenerado foi variavel, sendo classificada como
predominantemente hialina em 22% das amostras, mista em 48% e predominantemente
fibrocartilaginosa em 30%. A espessura média do tecido reparado foi de 2,5 mm, com tendéncia
de melhora ao longo do tempo de seguimento.

E importante destacar que diferentes técnicas de tratamento das lesdes condrais resultam
em tecidos de caracteristicas histoldgicas distintas, o que contribui para a heterogeneidade dos
resultados. Méthot et al.%’ ressaltaram essa variabilidade em sua revisdo, e a meta-analise
conduzida por DiBartola et al.% reforgou essa observagdo ao comparar diversos métodos de
reparo. Os autores demonstraram que os tecidos oriundos de transplante osteocondral autélogo
apresentaram a maior proporc¢édo de cartilagem hialina, enquanto aqueles resultantes da técnica
de microfraturas consistiam majoritariamente de fibrocartilagem. Ja nas abordagens celulares,
como o implante autélogo de condrocitos (ACI), o tecido regenerado variou entre
fibrocartilagem e composic¢ao mista de cartilagem hialina e fibrocartilagem.

Ainda segundo DiBartola et al., embora a variagdo percentual dos escores clinicos tenha

se correlacionado com bidpsias com maior conteddo de cartilagem hialina, essa relacdo nédo foi
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observada com os escores histologicos do ICRS. Ademais, ndo foram identificadas correlaces
significativas entre o tamanho ou a localiza¢&o da lesdo e os achados histolégicos pos-reparo.

Dessa forma, os dados obtidos neste estudo, ao caracterizar de maneira sistemética o
tecido osteocondral em lesdes condrais antes do tratamento, contribuem ndo apenas para 0
entendimento das fases iniciais da degeneracao articular, mas também oferecem um referencial
histoldgico relevante para comparacdo com diferentes modalidades terapéuticas em estudos
futuros.

Alguns estudos também se dedicaram a caracterizacao histoldgica do tecido formado
em casos de falha de tratamentos condrais, oferecendo uma perspectiva critica sobre 0s
resultados estruturais das terapias regenerativas. Nehrer et al.* analisaram amostras obtidas de
pacientes submetidos a técnicas como abrasdo artroplastica, enxertos pericondrais e implante
autologo de condrdcitos (ACI), nos quais houve insucesso clinico do tratamento. A anélise
histoldgica revelou que a maioria dos tecidos regenerados apresentava morfologia compativel
com fibrocartilagem ou tecido fibroso, com presenca limitada de cartilagem hialina verdadeira.
A avaliacdo imuno-histoquimica evidenciou predominio de colageno tipo | nas areas reparadas,
enguanto o colageno tipo Il — marcador caracteristico da cartilagem hialina — foi identificado
em proporgdes discretas.

Tais achados se assemelham aos observados nas amostras de LCF analisadas nesta tese,
sugerindo que, mesmo apos intervencdes terapéuticas, os tratamentos comumente utilizados
podem néo ser capazes de modificar substancialmente o perfil histologico dessas lesdes. De
modo semelhante, LaPrade et al.”? relataram, em estudo com pacientes com falhas em reparo
condral, a formacdo de tecido estruturalmente distinto da cartilagem normal, confirmando a
recorréncia de um padréo regenerativo subétimo.

Esses resultados reforcam a nocéo de que os métodos atuais de reparo frequentemente
resultam em tecidos estruturalmente inferiores, incapazes de restaurar completamente as
propriedades histoldgicas e funcionais da cartilagem articular nativa. Consequentemente, o
entendimento profundo das caracteristicas iniciais das LCF, como proposto neste estudo, é
essencial ndo apenas para fins diagndsticos, mas também para orientar o desenvolvimento de
terapias mais eficazes e duraveis.

Assim como as analises histologicas de bidpsias osteocondrais podem servir como
controles estruturais em estudos de tratamentos para lesées condrais, o tecido sinovial e seus
produtos secretdrios também representam potenciais marcadores funcionais para mensurar a
eficacia das intervencbes e caracterizar o equilibrio articular entre fatores anabolicos e

catabolicos. Os achados sinoviais obtidos no presente estudo podem, portanto, servir como
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referéncia basal para futuras investigacdes que avaliem a resposta sinovial apos diferentes
modalidades de tratamento para LCF.

Nesse sentido, o estudo-piloto conduzido por Vasara et al.” investigou os niveis de
metaloproteinase-3 de matriz (MMP-3) ¢ do fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-I)
no liquido sinovial de pacientes com lesfes condrais submetidos ao implante autélogo de
condrocitos (ACI), comparando os valores antes da cirurgia e um ano apo6s o procedimento.
Apesar da constatacao, por artroscopia, de preenchimento dos defeitos com tecido de reparo,
0s niveis desses biomarcadores permaneceram elevados em relacdo a individuos controles, sem
lesGes. Esse achado sugere que o0 ambiente sinovial pode permanecer metabolicamente alterado
mesmo apos aparente regeneracdo tecidual, refletindo atividade continua de remodelagdo ou
possivel degeneracdo precoce do tecido reparado.

Essas observacdes ressaltam o potencial dos biomarcadores sinoviais como indicadores
dindmicos da qualidade e estabilidade do reparo condral, e reforcam a importancia de se
considerar o componente sinovial na avaliagdo de desfechos terapéuticos. Dessa forma, 0s
dados apresentados nesta tese oferecem subsidios iniciais para o desenvolvimento de protocolos
de monitoramento biolégico que complementem as analises estruturais convencionais.

Até o momento, ndo foram encontrados na literatura estudos que avaliem, de forma
sistematica, critérios histologicos e moleculares do tecido sinovial apds tratamentos de reparo
ou reconstrugdo condral. Nesse contexto, os achados sinoviais desta tese — especialmente
aqueles relacionados a expressdo de colagenos tipo I e 11l — podem servir como referéncia para
estudos futuros que busquem analisar a homeostase sinovial como parametro adicional na
avaliacdo da eficacia terapéutica® em lesdes condrais focais (LCF).

De forma complementar, os dados obtidos a partir da anélise do tecido sinovial de
pacientes submetidos a artroscopia por lesdes articulares sem evidéncia de degeneragéo (grupo-
controle desta tese) também podem ser utilizados como preditores de desfechos clinicos em
contextos semelhantes. Gottreich et al.'®, em sua revisdo sistematica, destacaram que
alteracdes moleculares no microambiente sinovial de pacientes submetidos a reconstrucao do
ligamento cruzado anterior (LCA) — incluindo niveis de citocinas inflamatérias,
metaloproteinases e mediadores anabdlicos e catabdlicos — refletem o estado bioldgico da
articulacdo e podem influenciar a resposta a cirurgia.

Biomarcadores como IL-6, MMP-3 e TNF-o mostraram associa¢do com dor persistente,
progressdo da degeneracdo condral e piores desfechos funcionais. Apesar do potencial
translacional, a aplicacdo clinica desses marcadores — seja na analise de tecido sinovial seja

na de liquido sinovial — ainda é limitada por fatores como heterogeneidade metodoldgica e



6 Discussdo 104

falta de validag&o em coortes prospectivas de maior escala. No entanto, esses achados reforgam
o valor da sindvia como componente ativo no ambiente articular e sugerem que sua analise
pode futuramente ser integrada a protocolos pre-operatdrios personalizados, contribuindo para
a estratificacdo de risco e definicdo de estratégias terapéuticas individualizadas em cirurgia do
joelho.

De forma complementar, a analise da distribuicdo de proteoglicanos especificos, como
o0 perlecan, pode representar uma alternativa relevante para a mensuracéao da eficacia do reparo
cartilaginoso. No estudo de Garcia et al.*'°, a imunolocalizacio do perlecan foi avaliada em
cartilagem saudavel, em tecidos que se regeneraram naturalmente e em amostras submetidas a
terapias celulares. Na cartilagem normal, o perlecan foi observado de forma discreta, localizado,
predominantemente, na matriz pericelular ao redor dos condrocitos.

Por outro lado, nas cartilagens reparadas — tanto espontaneamente quanto por terapia
celular —, a coloragdo para perlecan variou consideravelmente: em algumas bidpsias, foi
restrita a regido pericelular, em outras, se apresentou de forma difusa em toda a matriz, e, em
certos casos, ambos os padrbes foram identificados simultaneamente. Nas amostras com maior
proporcéao de fibrocartilagem, o perlecan apresentava distribuicdo mais difusa, com marcacédo
intensa ao redor de alguns condrécitos, 0 que contrastava nitidamente com o padrao observado
na cartilagem hialina normal.

Nos tecidos em que havia presenca de cartilagem hialina — independentemente de
terem sido reparados naturalmente ou por terapia celular, o perlecan localizava-se,
principalmente, em regibes pericelulares, mas com intensidade de marcacdo superior a da
cartilagem saudavel. Além disso, as células mais alongadas, caracteristicas da fibrocartilagem,
apresentaram coloracdo fraca a moderada, enquanto os condrocitos arredondados, tipicos da
cartilagem hialina (tanto reparada quanto normal), exibiram imunomarcacdo pericelular
intensa.

Esses achados reforcam o potencial do perlecan como marcador da qualidade do tecido
cartilaginoso regenerado, podendo auxiliar na diferenciacdo entre padrdes de reparo e na
identificacdo de fendtipos celulares predominantes em diferentes tipos de cartilagem.

A revisdo sistematica conduzida por Alcaide-Ruggiero et al.!'® analisou diversos
estudos experimentais'?®12 que investigaram o uso de proteoglicanos (PGs) como marcadores
da qualidade do tecido reparado em lesdes condrais. A analise conjunta desses trabalhos sugere
que a quantificacdo e a distribuicdo dos PGs constituem ferramentas Uteis para a avaliacdo da
resposta tecidual a diferentes estratégias terapéuticas, especialmente em modelos

experimentais.
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Dado o papel central dos PGs na estrutura e fungéo da cartilagem articular, torna-se
essencial monitorar seu conteido e padréo de expressao tanto em contextos de lesdo quanto em
processos de regeneracdo condral. Além disso, fragmentos especificos de PGs, como agrecan,
biglycan e decorina, tém sido propostos como biomarcadores de degradacdo da matriz
extracelular em pacientes com OA, com potencial aplicacdo diagnostica e prognostica.

E importante destacar, no entanto, que os estudos revisados se concentram,
majoritariamente, na analise de PGs na cartilagem articular, sem abordar o papel do perlecan
no tecido sinovial no contexto de reparo condral. Nesse sentido, os achados do presente estudo,
que descrevem a expressao do perlecan na sinévia de pacientes com lesbes condrais, podem
representar uma contribuigé@o original e relevante. Tais dados podem servir como base para
futuras investigacbes que explorem o perlecan sinovial como um possivel marcador de
homeostase articular ou como indicador da eficacia de intervengdes terapéuticas no contexto de
lesGes osteocondrais.

Como discutido ao longo deste trabalho, a avalia¢do histol6gica e molecular apresenta
uma ampla gama de aplicacBGes, que variam desde a identificacdo precoce de alteracdes
articulares até a analise da qualidade do tecido formado apds tratamentos de lesdes condrais’®.
A utilizacdo de critérios histologicos deve ser complementada por outras modalidades de
analise — como estudos biomecénicos, exames de imagem e avaliagdes clinicas — a fim de
promover um manejo mais abrangente e preciso das lesdes articulares do joelho.

Considerando que a cartilagem articular ¢ um tecido especializado para suporte de
carga, a viabilidade do tecido reparado deve ser avaliada ndo apenas por sua morfologia, mas
também por sua capacidade funcional. Nesse contexto, a associagdo com estudos que mensuram
a resisténcia mecanica e a tolerancia a carga do tecido regenerado, como o realizado por
Trengove et al.*2, pode contribuir para a definicdo de qual proporgéo de cartilagem hialina no
tecido reparado é necessaria para garantir propriedades biomecanicas compativeis com o tecido
nativo. Tais abordagens integrativas sdo fundamentais para o avanco da Medicina Regenerativa
aplicada as articulagcbes e para o desenvolvimento de critérios mais precisos de sucesso

terapéutico em lesBes osteocondrais.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstra que as alteragdes estruturais na cartilagem articular e no
0sso subcondral do grupo LCF, s@o semelhantes aquelas observadas na OA. No entanto, 0s
colagenos | e Il apresentam-se mais expressos no tecido sinovial do grupo LCF. O grupo
controle mostrou melhores valores na analise de 0sso subcondral e proteoglicanos comparados
ao grupo OA.
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ANEXO A — Parecer consubstanciado da Comisséo de Etica em Pesquisa
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CLINICAS DA FACULDADE DE Qm“a mo
b b MEDICINA DA UNIVERSIDADE asil

DE SAO PAULO - HCFMUSP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Avaliagdo histolégica, histomorfométrica e de citocinasem lesées condrais focais e
osteoartrite: um estudo comparativo

Pesquisador: Marco Kawamura Demange

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 89862518.0.0000.0068

Instituicao Proponente: Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da USP

Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DA NOTIFICAGAO

Tipo de Notificagdo: Envio de Relatério Parcial

Detalhe:

Justificativa: Anexo relatdrio relatério parcial, solicitagdo de troca de pesquisadores por motivo de
Data do Envio: 02/10/2019

Situacgdo da Notificagdo: Parecer Consubstanciado Emitido

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 3.731.477

Apresentacao da Notificacao:

Solicitagdo de prorrogagéo de prazo.

Objetivo da Notificacao:

Solicitar prorroga¢do de 12 meses para concluséo do estudo.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:
N&o ha alteragao.

Comentarios e Consideracdes sobre a Notificagdo:
O pesquisador solicita a prorrogagéo de prazo e troca de pesquisador executante e responsavel.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
Nao se aplica.

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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Continuagao do Parecer: 3.731.477

Recomendacées:
Nao se aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagées:
A solicitagdo de alteracédo de pesquisadores e prorrogacdo de prazo podem ser atendidas.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Envio de Relatério |SGP_5179_I0OT_1322_prorrogacao.pdf | 02/10/2019 |Marco Kawamura Postado
Parcial 14:25:53 | Demange

Situacao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacao da CONEP:
Nao

SAO PAULO, 28 de Novembro de 2019

Assinado por:
Joel Faintuch
(Coordenador(a))

Endereco: Rua Ovidio Pires de Campos, 225 5° andar

Bairro: Cerqueira Cesar CEP: 05.403-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)2661-7585 Fax: (11)2661-7585 E-mail: cappesq.adm@hc.fm.usp.br
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ANEXO B — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

HOSPITAL DAS CLINICAS DA FACULDADE DE MEDICINA DA UNIVERSIDADE DE
SAO PAULO-HCFMUSP

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DADOS DA PESQUISA

Titulo da pesquisa - Avaliagdo histoldgica, histomorfométrica e de citocinas em lesdes
condrais focais e osteoartrite: um estudo comparativo

Pesquisador principal - br. MARCO KAWAMURA DEMANGE, Professor Dr. Grupo Joelho, IOT HC-FMUSP

Convidamos o(a) Sr.(a) para participar desta pesquisa, "Avaliagao histologica,
histomorfométrica e de citocinas em lesbées condrais focais e osteoartrite: um
estudo comparativo"

O objetivo deste estudo &€ a comparagdo em laboratério duas doengas da
cartilagem do joelho: a les&o de cartilagem focal e a osteoartrite.

O(a) Sr.(a) esta sendo convidado porque passara por uma cirurgia para
tratamento de um problema no joelho causado por uma dessas duas doencgas. Para
essa pesquisa, uma pequena amostra do liquido do seu joelho (liquido sinovial), do
tecido que reveste o joelho por dentro e produz esse liquido (sinovia), e dois
fragmentos da suas lesdo de cartilagem ser&o retirados e analisados em laboratério
com microscopios e aparelhos especiais. Todo o procedimento adicional aumentara em
aproximadamente 5 minutos o tempo total de sua cirurgia.

A pesquisa ndo vai interferir na cirurgia de cartilagem a que o(a) Sr.(a) sera
submetido, uma vez que os fragmentos retirados sdo muito pequenos, e o tempo
adicional ndo é significativo. Ndo havera nenhum desconforto ou risco de complicagdo
além daquele normalmente esperado para esse tipo de cirurgia.

Com essa pesquisa, esperamos entender melhor as caracteristicas das lesdes
de cartilagem do joelho, para no futuro oferecer tratamentos cada vez melhores aos
pacientes com esse problema.

Seu acompanhamento clinico em nosso hospital ndo sera afetado pela
participagdo ou ndo nessa pesquisa, havendo a garantia de liberdade para escolher
participar ou nao, inclusive com direito de retirar seu consentimento para o estudo em
qualquer fase, sem prejuizo ao seu tratamento ou qualquer tipo de penalizagéo.

Seu sigilo e privacidade estdo garantidos, e sua identificagdo ndo sera
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divulgada.
Este termo sera assinado em duas vias, e uma Ihe sera entregue.

N&o havera despesas para vocé em qualquer fase do estudo, incluindo exames
e consultas. Também n&do ha compensacéao financeira relacionada a sua participagéo.
Se existir qualquer despesa adicional, esta garantido o ressarcimento pelo orgamento
dessa pesquisa.

O material coletado sera armazenado de acordo com as regras vigentes na
duragdo do estudo, sendo posteriormente descartado. Esse material ndo serd usado
em nenhum outro estudo.

Sempre que tiver qualquer duvida em relagdo ao estudo, podera a qualquer

momento perguntar para nossa equipe que esclarecera as questdes da melhor forma
que puder.

O principal investigador é o Dr. Marco Kawamura Demange, que pode ser encontrado
no endereco Rua Dr. Ovidio Pires de Campos, 333, Telefone (11) 2661-6912

Se vocé tiver alguma consideragéo ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre

em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua Ovidio Pires de Campos, 225 —
50 andar — tel: (11) 2661-7585, (11) 2661-1548, (11) 2661-1549; e-mail:
cappesqg.adm@hc.fm.usp.br
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Fui suficientemente informado a respeito do estudo “"Avaliacao histolégica,
histomorfométrica e de citocinas em lesdes condrais focais e osteoartrite: um
estudo comparativo".

Eu discuti as informagdes acima com o Pesquisador Responsavel (Dr. Marco Kawamura
Demange) ou pessoa (s) por ele delegada (S) («....coveeeerrereerieeniieeiieeiecieeieens ) sobre a minha
decisdo em participar nesse estudo. Ficaram claros para mim os objetivos, os procedimentos,
os potenciais desconfortos e riscos e as garantias. Concordo voluntariamente em participar
deste estudo, assino este termo de consentimento e recebo uma via rubricada pelo
pesquisador.

Assinatura legaldo participante /representante
Data / /

Assinatura do responsavel pelo estudo Data  / /
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4 DADOS DE IDENTIFICAGAO (OU ETIQUETA INSTITUCIONAL DE IDENTIFICAGCAO) DO
PARTICIPANTE DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL

N OIS o o s S S S S e S oV S S S e Rty

DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO : ...cocviiiieiicieieieeeciciceeae SEXO : .M OF

DATA NASCIMENTO: ........ : (- ! (-

ENDEREC O esuvasmmsmsmss o o w it s s iv s ssownss o vrisnns NO oo VN2 [ LS—
BAIRRO: wuvnsisissummmsessssiiss s sy (0]] B): 5] = NP

NATUREZA (grau de parentesco, tutor, curador €1C.) .........cooiiriiiiiiieieee e
DOCUMENTO DE IDENTIDADE NO : ..ccoveiiiiiiiciieicee ...SEX0: .M OFO

DATA NASCIMENTO: ........ T AR (-

ENBEREC®: e s wasmmes nosey NO s APTO ooy
BAIRRG svnssvmsivis s s s s s s i i s s asvawies CIDADE wesvsusmissmsbosamusminmmnisissisymsaisssasis
(@] = o SRR — TELEFONE: DDD (............ S S NS U ———
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ANEXO C - Tempo de seguimento(em meses) dos casos com média de cada grupo

Caso Controle LCF OA
Caso 1 25 34 >120
Caso 2 66 8 >120
Caso 3 17 23 >120
Caso 4 20 26 >120
Caso 5 4 >120
Caso 6 13 >120
Caso 7 42 >120
Caso 8 1 >120
Caso 9 72 >120
Caso 10 >120
Caso 11 >120

Média (meses) 32 24,8 >120

Fonte: Dados do estudo.
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ANEXO D - Escore de acometimento do osso subcondral: grupo LCF (N =9)

Paciente Escore Centro Escore Periferia
1 2 1
2 1 1
3 2 2
4 1 2
5 2 1
6 1 1
7 2 1
8 1 1
9 1 2
Mediana 1 1
11Q 25% 1 1
11Q 75% 2 2
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ANEXO E - Escore acometimento do 0sso subcondral: grupo OA (N = 11)

Paciente
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Escore Periferia
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ANEXO F - Média dos Escores de Krenn nos grupos Controle, LCF E OA

Grupos

Controle

-
0O
M

O
>

Caso 1

3

Caso 2

Caso 3

Caso 4

3
5
3

Caso 5

Caso 6
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Caso 8

Caso 9

~N|w | b~ P~lOO|(O|JlOT|O | W

Caso 10

Caso 11

~Njlojo|lb~[{fOoOjJOn|OT]|W]|OT]|W| O

Média

3,5

3,6

>
©

Fonte: Dados do estudo.



