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RESUMO

RIBEIRO, M.S. AVALIACAO DO ACIDO HIALURONICO DE ALTO
PESO MOLECULAR COMO TRATAMENTO DA SINOVITE EXPERIMENTAL
EM EQUINOS. Botucatu — SP. 2025. 64p. Dissertagdo — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus Botucatu, Universidade Estadual
Paulista.

A sinovite acomete frequentemente atletas, sejam equinos ou até
mesmo o homem. O surgimento de lesbes no ambiente articular, seja mecanico
ou por patégenos, alteram a homeostase articular, havendo a liberacdo de
fatores inflamatérios no liquido sinovial. O processo inflamatério estabelecido,
corrobora para a degradagdo condral, devido a liberagdo de interleucinas e
metaloproteinases de matriz, sendo um fator predisponente para a osteoartrite.
O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do tratamento com acido
hialurénico de alto peso molecular sobre a sinovite experimental aguda em
equinos comparado a animais nao tratados. A sinovite foi induzida com
LPS(0,25ng) em equinos adultos (n = 16) na articulagdo radio carpica, sem
alteracao articular e apds 12 horas da inducéao, receberam o tratamento, sendo
o grupo tratado com acido hialurénico (20 mg/ml) de alto peso molecular (2.280
KDa) e o grupo controle PBS (2 ml). Os animais foram avaliados rigorosamente
nos momentos 0 (imediatamente antes da inducdo da sinovite), 12, 24 e 48
horas apds a inducédo e 7 e 14 dias apds a indugao da sinovite, através de
exame ortopédico, do liquido sinovial, ultrassonografia e termografia da
articulacdo. Os resultados das avaliagbes foram submetidos a teste de
normalidade (Shapiro wilk) e aqueles que apresentaram comportamento
paramétrico passaram pela ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. As analises
nao paramétricas passaram pelo teste de Mann-Whitney, sendo as
comparacgdes realizadas pelo teste de Friedman. A diferenca estatistica foi
considerada quando p<0,05. A suplementagdo com o acido hialurénico foi
eficaz em reduzir a claudicagdo nos animais tratados, tendo ainda se mantido
estavel na articulagao por pelo menos 36 horas apds sua aplicacdo, mantendo

a presenga de moléculas de alto peso molecular no ambiente articular.

Palavras-chave: peso molecular, inflamacéo, liquido sinovial, articulagao.
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ABSTRACT

EVALUATION OF HIGH MOLECULAR WEIGHT HYALURONIC ACID
AS A TREATMENT FOR EXPERIMENTAL SYNOVITIS IN EQUINES. Botucatu
— SP. 2025. 64 pages. Dissertation (Master’'s degree) — Faculty of Veterinary
Medicine and Animal Science, Botucatu Campus, Sao Paulo State University.

Synovitis frequently affects athletes, whether they are equines or
humans. The occurrence of injuries within the articular environment, whether
mechanical or pathogen-induced, disrupts articular homeostasis, leading to the
release of inflammatory factors into the synovial fluid. The established
inflammatory process contributes to chondral degradation due to the release of
interleukins and matrix metalloproteinases, predisposing the joint to
osteoarthritis. The objective of this study was to evaluate the influence of
hyaluronic acid treatment on acute experimental synovitis in equines compared
to untreated animals. Synovitis was induced in adult equines (n=16) in the
radiocarpal joint, without prior articular alteration, using LPS (0.25 ng). Twelve
hours after induction, the animals received the treatment: the treated group
received high molecular weight hyaluronic acid (20 mg/ml, 2.280 kDa), while the
control group received PBS (2 ml). The animals were rigorously evaluated at 0
(immediately before synovitis induction), 12, 24, and 48 hours post-induction,
and at 7 and 14 days post-induction through orthopedic examination,
ultrasonography, and thermography of the joint and synovial fluid. The
evaluation results were subjected to the Shapiro-Wilk normality test. Parametric
data were analyzed using ANOVA followed by Tukey's test, while non-
parametric data were analyzed using the Mann-Whitney test, with comparisons
made using Friedman's test. Statistical significance was considered when
p<0.05. Supplementation with hyaluronic acid was effective in providing
analgesia in treated animals and remained stable in the joint for at least 36
hours after application, maintaining the presence of high molecular weight
molecules within the articular environment.

Keywords: Hyaluronan, molecular weight, inflammation, synovial fluid, joint.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

As enfermidades relacionadas a articulagdo sao consideradas a maior causa de
perda econbmica na industria do cavalo (1). As lesdes musculoesqueléticas sdo comuns
durante a pratica de esportes (2), devido aos danos gerados pela biomecanica, podendo a
ocorréncia de traumas repetidos dar inicio a um processo inflamatério no ambiente intra-
articular (1).

A membrana sinovial € a primeira estrutura a ser afetada pelo processo inflamatério
(3,1,4), ela é responsavel pela produgado do liquido sinovial, que possui fungbées como a
lubrificagdo articular, amortecimento e a modulagcéo da atividade dos condrdcitos (5). Os
sinovidcitos, células presentes na camada intima da membrana sinovial, sdo responsaveis
pela secrecdo de diversas proteinas, que compdem o liquido sinovial, como o acido
hialurénico, colageno, lubricina, metaloproteinases (MMPSs), interleucinas e eicosandides (1),
influenciando diretamente na composigao liquido sinovial (6).

O processo inflamatorio € desencadeado com a exposi¢ao da membrana sinovial a
padrbes moleculares associados a patégenos (PAMPS) ou padrdes moleculares associados
a lesées (DAMPS), que por sua vez tem origem a partir de microrganismos ou mesmo de
agressdes estéreis, desencadeando o estresse celular e danos a matriz extracelular (7,8).
Os receptores da membrana plasmatica que respondem a preseng¢a dessas moléculas, sao
expressos principalmente por ceélulas mieldides, sendo importante no reconhecimento
microbiano ou na regulagdo da resposta inflamatéria, o que resulta na produgao e liberagéo
de citocinas inflamatdrias, como as interleucinas e TNF-a. Tais citocinas ativam o
mecanismo de imunidade inata e atraem quimiotaticamente mais células inflamatérias para
o local (9,8), intensificando o processo ja existente e dando origem a sinovite (3,4,1).

A interleucina 1 e o TNF-a, promovem a produgcdo de MMPs, o6xido nitrico,
prostaglandinas e inibem a producé&o do agrecan e do colageno do tipo Il, sdo deletérios
para o ambiente intra-articular, causando a degradagdo da cartilagem articular, fator
importante no desenvolvimento da osteoartrite (OA) (4,2,1).

Atualmente existem diversas op¢odes de tratamento para a inflamacgao sinovial (6),
cujo tratamento visa a inibicdo da degradacédo das estruturas envolvidas, restituicdo do
ambiente sinovial normal e promogéao do alivio da dor (1,6).

O acido hialurénico é uma substéncia encontrada no liquido sinovial e na matriz
extracelular articular, que possui propriedades viscoelasticas (10,11,12,1). Durante o
processo inflamatério intra-articular, o liquido sinovial encontra-se em maior volume e com
menor viscosidade. A concentracao de acido hialurénico é mais baixa e suas moléculas sao
menores, o0 que interfere diretamente na viscosidade do liquido sinovial, diminuindo suas

funcdes de lubrificagdo e de amortecimento (10,1). Através do estudo do peso molecular do
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acido hialurénico, acredita-se que este fator influencie diretamente na fungao e qualidade da
molécula, sendo as moléculas de alto e intermediario peso molecular responsaveis pelo
aumento do processo de cicatrizacdo e por proporcionar maior viscosidade do liquido
sinovial (13), enquanto moléculas de baixo peso molecular apresentam acao pré
inflamatéria, intensificando o processo inflamatério ja existente (14,13). Foi observado ainda
em estudos in-vitro que o peso molecular influencia em efeitos condroprotetores, anti-
inflamatérios, mecéanicos e analgésicos, alterando o peso molecular do acido hialurénico
endogeno (13).

No ambiente articular, o &acido hialurbnico é responsavel por restaurar as
propriedades fisiologicas do liquido sinovial de amortecimento, lubrificagdo das articulagbes
e a sua sintese (10,11,12,1). Possui efeito anti-inflamatdrio, capaz de inibir o estimulo das
células de defesa, a formagao e liberagdo de prostaglandinas e elimina radicais livres
(10,12,1).

O tratamento de enfermidades articulares representa um desafio para o médico
veterinario. Diversas terapias sdo continuamente estudadas, incluindo a terapia com acido
hialurénico de alto peso molecular, que visa atenuar a progressao do processo inflamatério,
contribuindo para a modulacdo da inflamacao articular e a preservacao da integridade
funcional das estruturas envolvidas. Avaliar como suas propriedades atuam no ambiente
articular, através da mensuragao de biomarcadores de degradacéo condral, comportamento
da molécula no ambiente articular e os animais clinicamente, faz-se importante para o
esclarecimento sobre a sua atuagdo na sinovite e sua importancia como opcdo de

tratamento.

Objetivo geral
O objetivo deste trabalho é avaliar através da sinovite experimental aguda, os efeitos
do tratamento do acido hialurénico na composi¢cao do liquido sinovial e nos sinais clinicos

comparado com animais sem tratamento.

Objetivo especifico
Investigar se a suplementacdo com acido hialurénico de alto peso molecular

apresenta agao anti-inflamatéria no tratamento da sinovite experimental aguda em equinos.
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2. REVISAO DE LITERATURA

As articulagbes 6sseas sao classificadas a partir de sua mobilidade, havendo
articulagbes imoveis (sinartroses ou fibrosas), como exemplo as jungbes 6sseas do cranio,
as com baixa mobilidade (anfiartroses ou cartilaginosas) e as moveis (diartroses ou
sinoviais) (Figura 1)(1,15,6).

FIGURA 1. Tipos de articulagbes no esqueleto: azul - sinartroses ou fibrosas;

vermelho - anfiartroses ou cartilaginosas; e verde - diartroses ou sinoviais.

A articulacédo sinovial € um dos elementos essenciais para o movimento, sendo
responsavel por conectar duas extremidades Osseas, permitir o movimento, fazer a
transferéncia de cargas geradas pelo movimento, estabilizar o membro em diferentes tipos
de solo, lubrificar e absorver o impacto entre os ossos (16,1,6,17). Sdo componentes da
articulagao sinovial a cartilagem articular que recobre a superficie dssea, proporcionando o
deslizamento das estruturas ésseas e minimizando o atrito da articulagdo, a membrana
sinovial que tem funcdo fagocitaria, regulacdo dos componentes do liquido sinovial e
regeneracdo, o liquido sinovial responsavel pelo amortecimento da articulacao e
lubrificacdo, a capsula fibrosa que recobre a membrana sinovial, fornece estabilidade e
alinhamento e os ligamentos, também responsaveis pela estabilidade articular e

alinhamento(figura 2)(1,6).
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Condrécitos
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—— Liquido sinovial

™~ Cipsula fibrosa

Figura 2. Articulacdo sinovial.

A cartilagem articular é do tipo hialina, sua matriz € composta principalmente pelo
colageno do tipo Il que se encontra associado ao acido hialurénico, glicoproteinas e
proteoglicanos. O tecido cartilaginoso ainda conta com a presenga de condrdcitos, células
da cartilagem responsaveis pela producao de colageno, principalmente o colageno do tipo I,
proteoglicanos e glicoproteinas (figura 3) (16,15,6). A cartilagem articular € uma estrutura
avascular, quando ainda imatura, ela € nutrida pelos vasos do 0sso subcondral, mas apés a
maturagdo, ha o crescimento de uma placa 6ssea, que separa a cartilagem do osso
subcondral, perdendo o acesso ao suprimento sanguineo. Com isso, quando madura, a

cartilagem depende do liquido sinovial para sua nutri¢gdo (16,15,6).




© 0o N o Ul b

10
11
12
13
14
15

| e Fibras de coligeno
Condrocitos =
— -
- ' | \l=
: -

| - -
s - 41— Proteoglicanos

: pa— Hialuronan

Osso subcondral

Figura 3. Composicao da cartilagem articular.

A membrana sinovial recobre a articulagdo onde n&o ha a presenca de cartilagem.
E um tecido do tipo mesenquimal modificado que consiste em duas camadas, a intima e a
subintima. Sua camada intima é bem vascularizada, com capilares fenestrados, que sao
responsaveis por produzir um ultrafiltrado plasmatico e permanece em contato com a
cavidade articular; ja camada subintima apresenta tecido conectivo e fica em contato com a
capsula fibrosa. Além das células do tecido conjuntivo e leucdcitos, a camada intima possui
dois tipos celulares especializadas, os sinovidcitos do tipo A e do tipo B (figura 4)
(16,1,15,6). Os sinovidcitos do tipo A possuem fungéo similar aos macréfagos, removendo
residuos do liquido sinovial e os do tipo B apresentam fungdo secretéria, secretando
proteinas (acido hialurdnico, colageno, lubricin, pro-metaloproteinases de matrix,
interleucinas e proteoglicanos) para ela mesma e para o ultrafitrado plasmatico, que

compodem o liquido sinovial (16,17,1,15,6).
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 Sinoviécito A

Fibras de colageno

Figura 4. Composi¢cao da membrana sinovial

O liquido sinovial é um ultrafiltrado plasmatico, acrescido de acido hialurénico de
alto peso molecular e proteoglicanos, que devido as suas caracteristicas reoldgicas,
apresenta fungao de amortecimento da articulagao e lubrificacdo das extremidades ésseas,
garantindo junto a cartilagem articular o deslizamento sem atrito das jungbes Osseas
(18,1,6). O acido hialurénico é um glicosaminoglicano nao ramificado de alto peso molecular,
que esta presente em diversos tecidos do corpo. A molécula de alto peso tem a capacidade
de se ligar de 10 a 10.000 vezes seu peso em moléculas de agua, devido a isto, a molécula
ativa hidratada, € capaz de preencher o espacgo, amortecendo o impacto e agindo ainda
como lubrificante. Além de atuar no liquido sinovial, o acido hialurénico € um importante

componente da matriz extracelular (19,20).

Assim como em atletas humanos, as articulagdes de equinos atletas sao
constantemente expostas a impactos. A alta demanda biomecanica exigida nas competigbes
pode predispor estes animais a inumeras lesées ortopédicas (21,2). O processo inflamatorio
articular se inicia apds a exposi¢cao da membrana sinovial a moléculas especificas, advindas
de microrganismos ou de agressdes estéreis, causando estresse celular e dano a matriz
extracelular(7). As moléculas podem ser ligadas ou nao a presencga de um agente infeccioso,
e sao chamadas de PAMPs (Padrées Moleculares Associados a Patégenos) ou DAMPs

(Padroes Moleculares Associados a Danos) (9).

A inflamagdo da membrana sinovial é denominada sinovite, frequentemente

acompanhada pela liberacdo de diversos mediadores inflamatdrios, tornando-se um fator
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predisponente para o desenvolvimento da osteoartrite (OA)(4,3). Com a liberacdo de
mediadores inflamatorios no liquido sinovial, ha a quebra do acido hialurénico, em moléculas
de baixo peso molecular, perdendo assim o seu potencial viscoelastico, corroborando para o

agravamento do processo inflamatério (6).

Pesquisas recentes buscam métodos capazes de modificar o curso e progressao
desta enfermidade. Atualmente a terapia medicamentosa é baseada na administracdo de
farmacos anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINEs), corticosteroides, glicosaminoglicanos
polissulfatadas (PSGAGs), N-acetilglucosamina (NAG), acido hialurénico (AH), ou ainda uma
combinacao entre alguns destes principios (22,23). De forma contraditéria, o tratamento da
sinovite com anti-inflamatérios esteroidais, que consiste em debelar a reacao inflamatdria,
também contribui para a degradacao da cartilagem articular. Por isso, diversas terapias sao

continuamente estudadas, como os repositores de viscosidade do liquido sinovial(24).

O acido hialurénico € um glicosaminoglicano de cadeia simples ndo ramificado e
nao sulfatado, presente em diversos tecidos e fluidos do corpo. A molécula do acido
hialurénico é composta pela repeticao dos dissacarideos acido D- glicurénico e N- acetil- D
glucosamina, sendo conectadas através da via beta (1,3) e (1,4) glicosidica (25,26,27,28).
Ele possui papel importante na estruturacao de tecidos (como na matriz extracelular) (figura
5) e através de sua caracteristica de se ligar a moléculas de agua, possui capacidade de
preencher espacos, desempenhando fungdo de amortecimento dentro do ambiente articular
(29,20).
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Figura 5. Acido hialurénico na matriz extracelular

A sintese do acido hialurénico ocorre através das enzimas HA sintases (HAS)
localizadas na membrana plasmatica das células (figura 6). Estas enzimas se ligam aos
precursores dos dissacarideos que compdem a molécula de acido hialurbnico, UDP-
glucuronato e UDP-N-acetilglicosamina, que doam os dissacarideos acido D-glicurénico e o
N-acetil-D-glucosamina (respectivamente) a enzima, estas constroem as cadeias de acido
hialurénico, alternando os dissacarideos e as excretando para fora da célula no espaco
extracelular(28,27). A ativagdo das HAS ocorre através da disponibilidade e concentragao
dos seus substratos e, além disso, podem sofrer estimulos a partir da presenga de citocinas,
como o fator de crescimento transformador beta (TGF-B), que é capaz de estimular a

producgao do acido hialurbnico, enquanto o fator de necrose tumoral pode inibir(30,31).
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Figura 6. Sintese do &cido hialurénico.

O acido hialurbnico exerce fungéao fisica e quimica, no liquido sinovial através de
sua capacidade de se ligar a moléculas de agua e preencher espagos, promove a
caracteristica viscoelastica ao liquido e amortecer o impacto das estruturas articulares
durante o movimento(18,13,32). Unido ao lubricin e a fosfolipideos, ele ainda promove a
lubrificacdo da superficie da cartilagem, fazendo com que o movimento seja livre de atritos,
promovendo o deslizamento das superficies articulares(33,34). Como fungao quimica, ele
promove a sinalizag&o celular, interagindo com receptores presentes na membrana celular
promovendo nao apenas acdes benéficas, mas a partir do seu peso molecular, também

pode apresentar estimulos inflamatorios(35,32,29,36).

O &acido hialurdnico atua como um sinalizador ao ligar-se a receptores (proteinas de
ligacdo) presentes na membrana plasmatica de células, como neste caso, condrécitos,
sinovidcitos, macréfagos e linfocitos, atuando na regulagdo do comportamento celular, na
motilidade, adesdo e no processo de multiplicagdo celular. Acredita-se que o acido
hialurénico possa modular o trafego de quinases especificas dentro da célula, regulando o

comportamento celular (29,37).

O receptor de superficie CD44 é expresso em diversas células, sendo sintetizado
como uma glicoproteina transmembrana de passagem unica, ele é o principal receptor da
molécula de acido hialurdnico, participando de uma série de processos fisiolégicos, ativando

cascatas de sinalizagdo, iniciando a expressdo de genes relacionados ao crescimento e
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sobrevivéncia celular (29,36,38). O CD44 pode interagir com componentes extracelulares
soluveis e com a matriz extracelular, sendo esta capacidade regulada de dentro da célula
(39).A acao estimulada pela ligagdo ao CD44 depende do peso molecular da molécula de
acido hialurénico. A molécula de baixo peso molecular age como DAMP, sendo que sua
ligacdo promove a maturagéo e ativagdo das células dendriticas, liberagao de citocinas proé-
inflamatérias (IL1-B, TNF-qa, IL-6, e a IL-12) por diversas células que expressam o receptor
CD44, estimula a migracado e a multiplicacédo celular. A interacdo da molécula de alto peso

molecular inibe a angiogénese, a proliferacéo e a diferenciagao celular (40,36,29,38,41).

Acido hialurénico de alto Acido hialurénico de baixo
peso molecular peso molecular
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Figura 7. Receptores celulares e suas interagdes com diferentes pesos moleculares

de acido hialurénico

Os fragmentos de baixo peso molecular do acido hialurénico ainda sdo capazes de
interagir com receptores Toll-like 2 e 4, que também promovem o ambiente inflamatdrio,
(40). Esses mediadores inflamatérios induzidos pelo acido hialurénico podem aumentar a
resposta inflamatdria que ja foi posta em movimento, enviando o sistema para um ciclo de
feedback positivo onde a inflamacao promove mais inflamagéo, que, se nao for controlada,

pode eventualmente levar a fibrose(29).
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A presenga e qualidade do acido hialurdnico no liquido sinovial impacta diretamente
a saude articular, o uso desse glicosaminoglicano no tratamento de doengas articulares ja é
estabelecido como um dos tratamentos de escolha, oferecendo qualidade de vida e

preservando a cartilagem articular.
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Avaliacdo do acido hialurénico de alto peso molecular como tratamento da sinovite

experimental em equinos

Resumo

Importancia

A sinovite acomete frequentemente atletas, sejam equinos ou mesmo o homem. O surgimento
de lesdes no ambiente articular, alteram a homeostase articular, havendo a liberagao de fatores
inflamatérios no liquido sinovial. O processo inflamatorio estabelecido, corrobora para a
degradacao condral, devido a liberagao de interleucinas e metaloproteinases de matriz, sendo

um fator predisponente para a osteoartrite.

Objetivo
O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do tratamento com é4cido hialurénico sobre a

sinovite experimental aguda em equinos comparado a animais nao tratados.

Meétodos

A sinovite foi induzida em equinos adultos (n=16) na articulacdo radio carpica, sem alteracao
articular prévia com LPS(0,25ng) e ap6s 12 horas da indugdo, receberam o tratamento, sendo
o grupo tratado recebido acido hialurénico (20mg/ml) de alto peso molecular(2.280KDa) e o
grupo controle PBS (2ml). Os animais foram avaliados rigorosamente nos momentos 0
(imediatamente antes da inducdo da sinovite), 12, 24 ¢ 48 horas apds a inducdo e 7 e 14 dias
apos a indugdo da sinovite, através de exame ortopédico, ultrassonografia e termografia da
articulagdo e do liquido sinovial. Os resultados das avaliacdes foram submetidos a teste de
normalidade (Shapiro wilk) e aqueles que apresentaram comportamento paramétrico passaram
pela ANOVA, seguido pelo teste de Tukey. As andalises ndo paramétricas passaram pelo teste
de Mann-Whitney, sendo as comparacdes realizadas pelo teste de Friedman. A diferencga

estatistica foi considerada quando p<0,05.
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Conclusoes e relevincia

A suplementacdo com o 4cido hialurénico foi eficaz em produzir analgesia nos animais
tratados, tendo ainda se mantido estavel na articulacdo por pelo menos 36 horas apos sua

aplicagdo, mantendo a presenca de moléculas de alto peso molecular no ambiente articular.

Keywords: hialuronan, peso molecular, inflamagao, liquido sinovial, articulacao.
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INTRODUCAO

O 4cido hialuronico ¢ um glicosaminoglicano ndo sulfatado e ndo ramificado, componente
vital da matriz extracelular e do liquido sinovial, composto pela repeticdo dos dissacarideos
B1-3 D-N-acetylglucosamina e f1-4 D-acido glicurénico. A molécula de acido hialurénico,
em boas condigdes, possui alto peso molecular, tendo ainda caracteristicas hidrofilicas, que
lhe confere propriedades reoldgicas e a capacidade de preencher espagos quando hidratada

(1 327334)'

A qualidade do acido hialurénico ¢ diretamente relacionada ao tamanho de sua molécula,
havendo a classificagdo de alto peso molecular, baixo peso molecular e de oligdmeros. A
molécula de alto peso molecular possui maior capacidade de se ligar a moléculas de agua, o
que lhe confere suas caracteristicas reoldgicas, fornecendo maior capacidade de
amortecimento. Moléculas de baixo peso molecular apresentam baixa capacidade de ligagao a
moléculas de agua, o que faz com que elas percam sua caracteristica reoldgica, diminuindo a

viscosidade do liquido sinovial (5,6).

Na superficie cartilaginosa, a partir da interagdo com lubricin e fosfolipideos, o acido
hialur6nico promove a lubrificagdo, permitindo que as extremidades conectadas pela

articulacao deslizem sem atrito durante o movimento, sendo esta, mais uma (21,13,12)

Além de caracteristicas protetoras, o dcido hialurdénico age como um sinalizador celular, ao se
ligar a receptores de membrana celular (7,8,3). O CD44 ¢ o principal receptor da membrana
celular para o acido hialurénico. A interagdao da molécula de 4cido hialurénico com o CD44
ocorre independentemente do tamanho da molécula, porém o tamanho da molécula de 4cido
hialurénico influencia diretamente no estimulo gerado por esta ligacao, apresentando estimulo
inflamatorio quando ligado a moléculas de baixo peso molecular e a oligdmeros, e efeito

analgésico, anabolico e proliferativo na ligagdo com moléculas de alto peso molecular (7,9,8).
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Além de seu uso como analgésico, sdo relatados efeitos positivos em culturas celulares,
estimulando a proliferagcdo celular e diferenciagdo de células tronco em condrécitos, agindo
ainda sobre eles, estimulando a producdo de colageno, agrecan e acido hialurénico de alto
peso molecular. A presenca do acido hialurénico de alto peso molecular ¢ capaz ainda de
converter macrofagos ativados pela via classica em macréfagos de via alternativa e ativar por

essa via macréfagos em repouso (1,10,8,7).

Durante o processo inflamatorio da membrana sinovial (sinovite), ha a liberacao de diversos
fatores inflamatorios, além das interleucinas 1, 6 e 10 e fator de necrose tumoral, ha ainda a
liberacdo de hialuronidases, que sdo responsaveis pela degradacao do acido hialurénico. A
degradacdo do acido hialurénico pode resultar na quebra de moléculas de alto peso em
moléculas menores, o que intensifica o processo inflamatorio, gerando um turnover positivo.
A perda da viscosidade e a presenca de metaloproteinases de matriz (MMP) e outros fatores
inflamatérios podem desencadear a degradagao da cartilagem articular e predispor a presenca

da osteoartrite (11,12,2,13,3).

Interromper o processo inflamatorio e melhorar as caracteristicas reologicas do liquido
sinovial € vital para a preservagdo da cartilagem articular e seu ambiente em geral. A
utilizacdo de anti-inflamatdrios, apesar de promoverem a analgesia e melhorarem a qualidade
de vida do paciente, ndo apresentam efeitos regenerativos, podendo ainda comprometer a vida
atlética a longo prazo. O uso do 4cido hialurénico como tratamento para a sinovite tem sido
muito aceito por ortopedistas ndo apenas na medicina veterinaria, mas também na medicina
humana, apresentando 6timos resultados, fornecendo analgesia e qualidade de vida aos

pacientes que fazem seu uso (9,14,11).

O objetivo do presente trabalho ¢ avaliar equinos com sinovite induzida experimentalmente

tratados e ndo tratados com o uso de acido hialurénico de alto peso molecular. Serdo avaliados
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os aspectos fisicos, celulares e quimicos do liquido sinovial. Os animais ainda serdo avaliados
fisicamente através de exame ortopédico, ultrassonografia e termografia da regido articular.
Sera avaliado ainda o comportamento do 4cido hialurdnico no liquido sinovial, através da

mensuracao da concentragdo e peso molecular.

METODOS

Comité de ética (CEUA)

Este estudo foi submetido 2 Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA da Faculdade de
Medicina Veterindria e Zootecnia - FMVZ /UNESP, registrada Conselho Nacional de
Controle e Experimentacao Animal - CONCEA com CIAEP n° 01.0115.2014 em 05/06/2014.
O presente estudo foi protocolado (Protocolo CEUA 0172/2022) e aprovado, encontra-se de
acordo com os preceitos da Lei 11.794 (Lei Arouca), de 8 de outubro de 2008, com o Decreto
6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de

Controle da Experimentacao Animal.

Delineamento experimental

O estudo foi realizado no setor de Cirurgia de Grandes Animais, Laboratorio de Analises
Clinicas e Laboratorio de Terapia Celular, todos pertencentes a Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia - FMVZ, UNESP, Campus Botucatu e as analises do acido
hialurénico através da eletroforese no Laboratorio de Cromatografia, no Departamento de
Clinica Veterinaria pertencente Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — FMVZ, USP,
Sao Paulo. Os animais foram alocados no Biotério de grandes animais do departamento de
cirurgia animal e reprodugdo veterindria em sistema semi-intensivo de criagdao, em piquetes
coletivos de 25.000 m? area por animal de minimo 100m?. Receberam 2 kg de
concentrado/dia, feno de tifton, acesso ao capim de pastoreio Coast Cross e agua ad libitum,

em comedouros € bebedouros coletivos.
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Para o estudo foram selecionados 16 equinos, higidos, sem raga definida, acima de 12 meses,
sem distincdo de sexo e sem alteracdes na articulacdo radio céarpica. Para a selecdo dos
animais, foi realizada avaliacdo clinica, sendo constituida do exame fisico geral, exame de
sangue (hemograma completo e ureia, creatinina, FA, AST, GGT, albumina, glicose ¢ CK),
exame ortopédico e radiografico da articulagdo em estudo. Para o monitoramento dos animais
nos momentos experimentais foram realizados o exame clinico geral (frequéncia cardiaca,
frequéncia respiratéria, tempo de preenchimento capilar, coloragdo da mucosa, temperatura
retal e motilidade intestinal), exame ortopédico, andlise do liquido sinovial e exames de
imagem da articulagdo. A distribuicdo dos animais nos grupos foi feita de forma randomizada,
sendo o grupo Controle composto por 4 machos e 4 fémeas, ¢ o grupo Tratado composto por 6

machos e 2 fémeas (n= 8 animais por grupo).

A sinovite foi induzida na articulagdo radio carpica, através da artrocentese do recesso radio
carpico em sua face dorsal, havendo inicialmente a coleta de liquido sinovial (caracterizado
como momento zero(Oh)) seguida da administracdo de 2ml de solucao estéril de PBS (1
Phosphate-Buffered Saline, ph 7.4 - Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island, New
York, EUA) acrescida de 0,25 ng de lipopolissacarideo (LPS) proveniente de Escherichia coli

sorotipo 055:B5 (Sigma-Aldrich®. Saint Louis, Missouri, EUA).

Apo6s 12 horas (momento 12h) da indugdo da sinovite, foram realizados os exames clinico
geral, ortopédico e de imagem dos animais, seguido da artrocentese da articulagdo com coleta
de liquido sinovial, seguido da administragdo do tratamento, sendo no grupo controle
administrado 2ml de PBS e no grupo tratamento 2 mL do produto Pro-joint (4cido hialurénico
com peso molecular de 2.280 Kilodaltons a 1%) (Botupharma®. Botucatu, Sao Paulo, Brasil).
A partir do tratamento, as avalia¢des, incluindo a artrocentese para coleta do liquido sinovial
foram realizadas nos momentos 24 horas, 48 horas, 7 dias e 14 dias ap0s a indug@o da sinovite

(respectivamente momentos 24h, 48h, D7 e D14)
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Exame Ortopédico

O exame ortopédico foi realizado para selecdo dos animais € em todos os momentos
experimentais (D-2, Oh, 12h, 24h, 48h, 7d e 14d). O exame ortopédico foi composto pelas
seguintes avalia¢des da articulacdo cérpica: distensdo articular (efusdo), claudicag¢do ao passo,

claudicagao ao trote, claudicacao ao trote apos flexao (teste de flexao) (AEEP, 2022).

A verificagdo da distensdo articular foi classificada de acordo com a percepcao visual de

aumento de volume de consisténcia flutuante, o que sugeriria a presenca de efusao.

Artrocentese

As artrocenteses foram realizadas imediatamente antes da inducdo da sinovite no momento DO
(Oh) e apo6s 12h, 24h, 48h, 7d e 14d. Os animais foram sedados com cloridrato de xilazina a
10% na dose de Img/kg, por via intravenosa, na veia jugular, para a artrocentese do DO,
quando houve a indug¢do da sinovite. As demais artrocenteses aconteceram apenas com
conten¢do fisica e flexdo do membro submetido a sinovite experimental. A artrocentese foi
realizada sempre pela mesma pessoa apds a antissepsia. Para o procedimento, o membro a ser
coletado foi mantido flexionado e havendo a pun¢do com o uso de agulha hipodérmica 30x0,8
cm na face dorsal do recesso radio carpico da articulacdo em estudo. Em seguida, era acoplada
seringa de 5 mL para coleta de 1 a 2 mL de liquido sinovial. As amostras foram
acondicionadas em frascos a vacuo, com e sem anticoagulante (EDTA). As amostras foram
encaminhadas sob refrigeracdo para os laboratorios de Andlises Clinicas e Laboratorio de
Terapia Celular imediatamente ap6s a coleta.

Inducio da sinovite

A indugdo da sinovite ocorreu no momento DO, apds a artrocentese. A articulagcdo radio-
carpica de cada animal foi infiltrada sob condi¢des assépticas com solugdo estéril de 2 mL de
PBS (1 Phosphate-Buffered Saline, ph 7.4 - Gibco (Thermo Fisher Scientific), Grand Island,

New York, EUA) contendo 0,25 ng de lipopolissacarideo LPS proveniente de Escherichia coli
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sorotipo 055:B5 (Sigma-Aldrich®. Saint Louis, Missouri, EUA) (Neuenschwander et al.,
2019).

Tratamento

O tratamento foi estabelecido por via intra-articular 12 horas apos a indugdo da sinovite, na
sequéncia da artrocentese, ja descrita anteriormente. Nas articulagdes que compdem o Grupo
Tratado foram administrados 2 mL do produto Pré Joint (Acido hialurdnico com peso
molecular de 2.280 Kilodaltons 1%), enquanto no Grupo Controle, foram utilizados 2 mL de
solucao tampao fosfato-salina (PBS). A dose e o periodo de tratamento foram pré-definidos

pela empresa patrocinadora.

Analise do liquido sinovial

A analise do liquido sinovial teve por objetivo monitorara-lo durante todos os momentos
experimentais e avaliar a influéncia sobre ele da administragdo do 4cido hialurénico exogeno.
A amostra foi submetida a analise para a determinagao da celularidade (hemaécias, neutrofilos,
cé¢lulas mononucleares), fisica (volume, coagulacdo, coloragdo e aspecto) e quimica (pH,

Glicose e Sangue oculto).

Para a andlise quimica, a determina¢do do pH do liquido sinovial, da glicose e do sangue
oculto, foi feita através do uso da fita reagente utilizada para urindlise. A densidade, proteina e

o fibrinogénio foram avaliados através da refratometria do liquido sinovial.

Elisa do liquido sinovial

Os marcadores C2C (degradacdo do colageno do tipo II) e CS846 (is6topo de condroitin
sulfato, usado para marcar a sintese de cartilagem) foram avaliados através de ELISA, com
kits comerciais (C2C - cat#60-1001-001 IBEX Parmaceuticals Inc.Montréal, Québec; Canada,
CS846 cat#60-1004 IBEX Parmaceuticals Inc.Montréal, Québec, Canada) com técnica

descrita pelo fabricante utilizando a amostra do liquido sinovial mantida no freezer -80C°.
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Eletroforese do liquido sinovial

A eletroforese do liquido sinovial foi realizada segundo Neuenschwander et al. (2019) para a
quantificagdo do acido hialuronico e determinagao do tamanho da molécula. Desta amostra,
50uL de cada animal, foram adicionados a 100uL de protease alcalina P126 maxatase
(4mg/mL Tris HCL 0,05 pH 8,0) e foram incubados em banho-maria a 50°C, durante a noite.
No dia seguinte, as amostras foram fervidas durante 15 minutos e centrifugadas em
temperatura ambiente a 3000 G por 15 minutos para a separagdo ¢ remog¢ao de residuos. O
sobrenadante foi armazenado em um tubo de 600uL seco com vacuo, por 2 horas a 45°C. As
amostras foram ressuspendidas em 25uL de dgua destilada. Foi realizada a eletroforese em gel
de agarose, em tampao 1,3-diaminopropano-acetato 0,05M e pH 9 (PDA), em cuba
refrigerada, por aproximadamente 1 hora. Foram utilizados 5 pL de um padrao HS na
concentracdo de Img/mL. Apos a eletroforese, o acido hialurdnico foi fixado no gel por
cetavlon (brometo de cetiltrimetilamdnio) 0,1% por pelo menos duas horas, sendo em seguida
coberto com papel filtro e seco sob corrente de ar aquecida. O acido hialurénico foi corado
com azul de toluidina 0,1% em acetato de sddio 0,025 M pH 5 por 15 minutos, sendo o
excesso de corante removido com acetato de sodio 0,025 M. As laminas foram escaneadas

para a analise das bandas metacromaticas e obtencao das unidades densitométricas.

Para a determinacdo do peso molecular a eletroforese foi feita utilizando géis de agarose a 1%
em tampao Tris-acetato-EDTA (TAE) 0,04 M, pH 8 (acetato 0,02 M, EDTA 0,01 M). Os géis
foram calibrados com HA de pesos moleculares conhecidos (Select-HA; Sigma-Aldrich), e
dois padrdes de HA de pesos moleculares conhecidos foram utilizados em cada placa de gel:
HA de crista de galo, 2 mg/mL (peso molecular modal de 800 kDa) e HA de traqueia bovina,
1 mg/mL (peso molecular modal de 20 kDa). Apos a eletroforese, os géis foram corados com
azul de toluidina a 0,1% em tampao acetato de sédio 0,025 M, pH 5, por 15 minutos, € 0

excesso de corante foi removido por lavagem com tampao acetato de sodio 0,025 M. Os
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padrdes de migragdo e as distancias migradas foram medidos por densitometria. As distancias
de migracdo foram inversamente proporcionais ao logaritmo do peso molecular do HA (peso
molecular baixo 0-500 kDa; peso molecular médio > 500 e < 2.000 kDa; peso molecular alto
>2.000 kDa).

Exame Ultrassonografico

O exame ultrassonografico foi realizado com equipamento Esaote, MyLab70 e transdutor
linear de 8-17MHz. A aquisi¢do da imagem ocorreu em triplicatas e corte longitudinal da
articulacao radio carpica, entre os tenddes dos musculos extensores carpo radial e extensor
digital longo. Foram mensuradas a espessura da membrana sinovial (MS) e quando notada a
presenca de liquido sinovial, foi realizada medida da distensao articular, representada pela
distancia entre a superficie 0ssea e a face externa da MS, incluindo, portanto, a MS e 0 LS. O
local de mensuragdo foi estabelecido na epifise distal do osso radio, a 4 milimetros distais do

espaco articular, onde foi calculada a média entre as triplicatas.

Analise Estatistica

O pressuposto de distribuicao normal foi avaliado considerando uma abordagem matematica
(teste de Shapiro Wilk) e visual (figura QQ plot) incorporada no PROC UNIVARIATE. Uma
analise de inferéncia para modelos mistos lineares generalizados (GLMMs) (Proc Glimmix)
foi utilizada para comparar a média entre os grupos controle vs tratamento (Tabela 2). As
matrizes de covariancia foram escolhidas a partir dos critérios de informagdo de AIC
(Akaike’s Information Criterion), AICC (Consistent Akaike’s Information Criterion) e BIC
(Bayesian Information Criterion). Como efeitos fixos foram considerados o grupo (G), dia (D)
e a sua interacdo (G*D). O comando PDIFF foi utilizado para comparar as médias. Os
resultados sdo mostrados como média £+ erro padrao da média (EPM). Diferengas

significativas foram consideradas quando p <0,05.
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O teste ndo paramétrico de Mann-Whitney foi utilizado para comparar o grupo tratamento vs
controle. As comparagdes entre os dias dentro de cada grupo foram realizadas com o teste de
Friedman.Os resultados sdo mostrados com mediana (Q1l e Q3). Diferenca estatistica foi

considerada quando p<0,05.
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RESULTADOS

Exame Ortopédico

O exame ortopédico foi realizado nos momentos 0, 12h, 24h, 48h, 7d e 14d.

Os grupos tratamento e controle apresentaram aumento das claudicagdes (ao trote, apds a
flexdo e ao passo) e distensdo articular apds a indugdo da sinovite (momento 12h) em

compara¢do ao momento Oh (antes da indugdo da sinovite).

No momento 24h (12 horas ap6s a aplicacao do acido hialurénico ou placebo), os animais do
grupo tratado ndo apresentaram mais sinais de claudicacdo na avaliagdo ao trote e apds a
flexdo. Ja no grupo controle, a claudicacdo foi mais intensa (momento 24h e 48h) em relagdo
ao grupo tratado e retornou aos valores basais somente no sétimo dia (7D) ap6s a indugao da

sinovite (Tabela 1, Figura 1).

Da mesma forma, na claudicacdo ao passo, o retorno aos valores basais ocorreu mais
rapidamente no grupo tratado (momento 24h) em relagdo ao grupo controle (momento 48h).
E, o escore de claudicacao foi significativamente maior no grupo controle comparado ao

grupo tratado.

A distensdo articular apresentou valores semelhantes aos iniciais (Oh) no grupo tratado no
momento 24h (12 horas da aplicagdo do 4cido hialurénico), ja no grupo controle, a distensdao

cessou somente no momento 48h.
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Tabela 1. Mediana (Q1 e Q3) dos parametros de claudicacao ao passo, claudicagdo ao trote,
claudicacdo apds a flexdo e distensdo/efusdo articular avaliados no exame ortopédico nos

momentos Oh, 12h, 24h, 48h, 7dias e 14 dias no grupo controle e grupo tratado.

Paréimetros Oh 12h 24h 48h 7D 14D
Claud. ao trote Controle  0(0-0)" 25(2-3)°  2(12-27¢ 2(1-2F _ 000-0,7 0(0-0,7)
(0-5) Tratamento  00-0Y* 2(1-27°  1(0-1  1(0-1®  0(0-0) 0(0-0)
Claud. apés Controle  0(0-0)* 25(2-3°  2(2-3) 22-2)  00-15" 0(0-17)
flexdo (0-5)  Tratamento  0(0-0)* 2(12-27° 1(02-1,7" 1(0-1°  0(0-07) 0(0-0)
Claud. a0 Conmtole  0(0-0Y° 25(2-3)° 2(1-27¢  15(1-2* 0(0-0,7) 0(0-0)
passo (0-5)  Tratamento  0(0-0Y* 1(0-27°  0(0-1L7)"  0(0-0,7° 0(0-0,7) 0(0-0)
Distensdo Controle 000-0 1(1-1,7)" 1(1-2) 1(02-1,7%* 0(0-1) 0(0-0)
articular

0 Tratamento  0(0-0Y* 2(1-27)°  1(1-1)* 10-1)  0(0-07) 0(0-0)

a-b Letras diferentes numa mesma coluna indicam diferenca estatistica (p <0,05) entre grupos
dentro de cada momento. A-B Letras diferentes numa mesma linha indicam diferenca
estatistica (p <0,05) entre momento Oh ¢ momento pds-inflamagao (12h); momento Oh e

retorno aos valores basais dentro de cada grupo.

* B Tratamento
4 * [ Controle
/i

3_
@
=
=]
3
i H l
2
) ' I l
0 T T T T T
0 12 24 48 7D 1

Figura 1. Mediana dos escores do exame de claudicacdo ao trote apds flexdo nos momentos

4D

experimentais no grupo tratamento e grupo controle ao longo dos momentos do protocolo
experimental, com analise estatistica entre grupos e entre momentos. O intervalo de confianca

adotado foi 95%.
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Exame ultrassonografico

As imagens ultrassonograficas basais caracterizaram higidez articular inicial dos animais
experimentais. Apds a inducdo da sinovite (momento 12 horas) o grupo controle apresentou
aumento na espessura da membrana sinovial, apesar de o grupo tratamento ndo apresentar
diferenca entre momentos, ndo houve diferenca entre os grupos (figura 2). No momento 24
horas houve diferenca significativa entre os grupos, tendo o grupo tratamento mantido o valor
basal (ndo apresentou alteragdo na espessura da membrana sinovial) e o grupo controle tendo
alcancgado seu pico de elevacdo. Apesar de os grupos ndo apresentarem diferenga significativa
entre si nos momentos experimentais restantes, o grupo controle nao retornou a valores
basais, enquanto o grupo tratamento se manteve em todos os momentos sem apresentar

diferenca significativa em relacdo ao momento basal.

F)

E 107 -= Controle
= —-o- Tratamento
: 8

£

7]

5 6o

©

S

£ 47

[}

E G: p= 0.0014

8 29 M:p=0.0076

2 G*M: p= 0.0343

7}

g o T T T T T T
] Oh 12h 24h 48h 7D 14D

Figura 2. Espessura média da membrana sinovial da articulagdo radio carpica submetida ao
tratamento (4cido hialuronico e PBS) dos grupos tratamento e controle ao longo dos
momentos experimentais. Foi realizada andlise estatistica entre grupos e momentos,
considerando intervalo de confianga de 95%, com o asterisco representando diferenga entre
grupos no mesmo momento e a hashtag representando diferenca entre os momentos dentro de

um mesmo grupo.
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Analise do liquido sinovial

Analise fisica

Na anadlise fisica do liquido sinovial os parametros de volume, cor, aspecto e coagulacao se
mantiveram dentro da normalidade nos grupos tratado e controle em todos os momentos
experimentais. A densidade do liquido sinovial aumentou significativamente apos a indugao
da sinovite em ambos os grupos, sendo que no grupo tratado os valores retornaram a
normalidade no momento 24h (12h apo6s a aplicagdo do &cido hialurénico) enquanto no grupo

controle, o retorno se deu no momento 48h.

Andlise Quimica

Segundo a analise quimica do liquido sinovial, a indu¢do da sinovite aumentou somente os
niveis de concentracdo de proteinas e fibrinogénio tanto no grupo tratado quanto no grupo
controle, e ambos retornaram a normalidade no momento. O pH do liquido sinovial, presenga
de sangue oculto e glicose apresentaram variacdes nos momentos entre 48h e 7 dias, no
entanto, na andlise intragrupo, ndo houve diferengas significativas entre o momento Oh

(valores basais) e os demais momentos experimentais até o final do estudo.

Analise de Celularidade

A inducdo da sinovite levou ao aumento significativo de hemacias e neutréfilos no liquido
sinovial, comprovando a a¢do do agente indutor (tabela 2). Ao fim do experimento a
quantidade de hemacias e neutrofilos voltou a normalidade em 7 dias apds a indu¢do em
ambos o0s grupos. Nao foi observada diferenga entre os grupos em nenhum momento

experimental.
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Tabela 2. Valores da contagem (log +erro padrdao) de hemacias e neutrofilos e mediana (Q1 e
Q3) dos valores de macrofagos e eosinofilos detectados no liquido sinovial nos momentos Oh,

12h, 24h, 48h, 7dias e 14 dias no grupo controle e grupo tratado.

Células Oh 12h 24h 48h 7D 14D

Controle 1,940,4%  5,4+0,4° 55+ 04 50+ 0,4 2,104 2,0£0,4
Hemécias (Log)

Tratamento  2,0£0,4 %  4,7+0,4" 50+ 04 53+ 04  3,7£04* 3,0£04

Controle 0,7+0,1*  4,5+0,1° 4,1+0,1 3,5+0,1 1,540,1*  1,4+0,1
Neutroéfilos (Log)

Tratamento 0,4 £0,1* 4,1+0,15 3,7+0,1 33+0,1 0,9+0,1* 1,2+0,1
Céls Mononucleares Controle 156£76,3 4593+788  4617£1199 2738+£576*  372+£22%  288+40,3
(céls/uL) Tratamento  204+180  4881+2393  2690+283 29174695 6244298  220+28,2

Controle 0(0-0) 0(-0 0(0-0) 0(0-0) 00-0) 0(-0)
Eosinéfilos (céls/pL)

Tratamento  0(0-0) 0 (0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)

a-b Letras diferentes entre a coluna indica diferenca estatistica (p <0,05) para cada parametro
ao comparar o grupo controle vs tratamento dentro de cada momento. A-B Letras diferentes
numa mesma linha indicam diferencga estatistica (p <0,05) entre momento Oh ¢ momento pds-

inflamacao (12h); momento Oh e retorno aos valores basais dentro de cada grupo.

Biomarcadores de degradacao da matriz extracelular

No ensaio de ELISA para o biomarcador de degradagdo de colageno (C2C), houve diferenca
significativa entre o momento zero € 24h apds a inducdo da lesio em ambos os grupos,
quando foi observada maior concentragdo de C2C, reduzindo gradativamente aos valores

préximos aos basais no dia 7. (Figura 3).
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Figura 3. Mensuracdo da concentragao dos biomarcadores condroitin sulfato e do C2C no
liquido sinovial dos grupos controle e tratado com acido hialurénico em todos os momentos
experimentais. O intervalo de confianga adotado foi de 95%. A diferenca entre momentos foi

representada pela hashtag (#).

Na eletroforese do condroitin sulfato ndo, os grupos apresentaram aumento nas concentragdes
de condroitin sulfato apo6s a inducdo da sinovite (momento 12 horas), no momento 24 horas
(apds o tratamento) os grupos apresentaram diferenca entre si, sendo o grupo controle tendo
apresentado valores maiores que o grupo tratamento. A partir do momento 48 horas, os grupos
deixaram de apresentar diferenca significativa entre ele, reduzindo a concentragdo até o
momento 7 dias, quando retornaram a valores proximos ao basal. apresentaram diferencgas
significativas na avaliacdo entre os grupos no mesmo momento nem dentro do mesmo grupo

em diferentes momentos.

Eletroforese do acido hialurdnico

A eletroforese do liquido sinovial foi realizada para a quantificagdo do acido hialurénico no
ambiente articular (acido hialurénico) e determinagdo do peso molecular, sendo analisadas as

amostras de todos os momentos de coleta (Oh, 12h, 24h, 48h, 7d e 14d) em ambos os grupos.

Na concentragdo total do acido hialuronico momento 24h (12 horas ap6s a administracao
intra-articular do dacido hialurénico), pode-se observar o aumento significativo em sua
concentracao no liquido sinovial, que apresentou diferenca significativa quando comparado ao

grupo controle. No momento 48 horas apos a inducdo da sinovite a concentragdo do acido
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hialurénico ainda se manteve significativamente aumentada e diferindo do grupo controle
(Figura 4). Na concentragdo dividida pelos pesos moleculares, temos o peso fisiologico (que
no momento basal apresentou valores entre 6.000 e 20.000 KDa) sofrendo uma queda em sua
concentragdo, tendo seu retorno a valores proximos aos basais ap6s 7 dias. Na concentracao
das moléculas de alto peso molecular (categoria em que se enquadra o produto utilizado) ha o
aumento da concentracdo no grupo tratamento no momento 24 horas, se estendendo até pelo
menos o momento 48 horas, retornando aos niveis basais no momento 14 dias. Na
concentracdo das moléculas de baixo peso molecular, pode-se observar que elas estdo
praticamente ausentes nos animais saudaveis, mas apos a inducdo da sinovite ha o aumento
em sua concentracdo (momento 12 horas) que se mantém até o momentol4 dias, quando

retornam a valores basais.
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Figura 4. Concentracdo do &cido hialurdnico no liquido sinovial através de exame de
eletroforese dos equinos induzidos a sinovite experimental dos grupos controle e tratados com
acido hialurénico, ao longo dos momentos do protocolo experimental. a) concentracdo de
acido hialurdnico no liquido sinovial, apresentando o aumento da concentragdo no grupo
tratamento apds a suplementagdo, que se manteve at¢ o momento 48 horas; b) concentragao
de moléculas de tamanho fisioldgico; c) concentracdo de acido hialurdnico de alto peso
molecular (referente ao peso do produto utilizado), demonstrando seu aumento apds a
suplementagdo no momento 12 horas e mantendo-se até o momento 48 horas; d) concentragao
de 4cido hialuronico de baixo peso molecular. Nos grafico b, c e d pode-se observar a reducao
do peso molecular no momento 12 horas. O intervalo de confianca adotado foi de 95%. A
diferenca entre momentos foi sinalizada com hashtag (#) e a diferenca entre grupos com

asteriscos (*).
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DISCUSSAO

A viscossuplementagdo com moléculas de alto peso molecular tem o intuito de modular o
ambiente articular. A partir do estimulo inflamatério hé a liberagdo ndo apenas de citocinas
inflamatorias, mas também a quebra de moléculas de acido hialurénico em baixo peso
molecular, que sdo capazes de se ligar a receptores inflamatdrios, sinalizando para que haja a
intensificagcdo deste processo, provocando assim um turnover, onde a inflamacdo gera mais
inflamacdo. O uso do acido hialurdnico de alto peso molecular visa a interrup¢do desse

turnover, pela sua preferéncia em se ligar a receptor

A administragdo do LPS foi capaz de promover a quebra das moléculas fisioldgicas,
reduzindo sua concentracdo no momento 12 horas o que ocasionou o aumento de moléculas
de baixo peso molecular. As moléculas de baixo peso molecular mantiveram-se presentes no
liquido sinovial at¢é o momento 14 dias, sendo ainda o momento em que ha o retorno da
concentracdo basal das moléculas de peso fisioldgico no liquido sinovial. A presenca de
moléculas de baixo peso molecular no liquido sinovial, como ja& abordado, intensifica o
processo inflamatorio, estimulando que as células liberem citocinas através da sua ligacao
com os receptores CD44 e Toll like 2 e 4, propiciando a degradacao da cartilagem articular.
No momento 24 horas, 12 horas apds o tratamento, os grupos apresentaram diferenca
significativa na concentracdo de moléculas de alto peso molecular, tendo o grupo tratado,
como esperado, o aumento da sua concentragdo, enquanto o grupo controle manteve sua
concentracdo em niveis basais durante todo o experimento. Apos a administracdo do acido
hialurénico de alto peso molecular, as moléculas se mantiveram estaveis, mantendo o peso €
concentracao até¢ pelo menos o momento 48 horas, totalizando 36horas de estabilidade dentro
da articulacdo. A presenca dessas moléculas estimula a modula¢do do ambiente inflamatorio,
diminuindo a liberacdo de fatores inflamatorios e aumentando a presenga de fatores pro

reparagao.
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Neuenschwander et al., (2019) observaram resultado similar sete horas apds a administragao
de acido hialurénico de alto peso molecular, apresentando diferenca significativa em relagao
ao momento basal do estudo. Porém, a concentragdo diminuiu a partir de 23 horas apds a

administracdo do acido hialurénico, permanecendo com concentragdo inferior a basal (15).

A analise dos escores do exame de claudicacdo ao trote e claudicacdo apds flexdo
apresentaram diferenga significativa entre os grupos. Em ambos os grupos, a claudicagao
progrediu gradativamente de modo a alcancar o pico de elevagdo no momento de avaliagcdo 12
horas. No momento 24horas, os grupos tratamento e controle apresentavam diferenca
significativa entre si, sendo que o grupo tratado apresentou menor grau de claudicagdo em
relagdo ao grupo controle (grau I e grau II respectivamente), o que ocorreu até 0 momento 7
dias, momento que o grupo controle retornou aos valores basais. A reducdo da claudicagao do
grupo tradado cursou junto ao aumento da concentracao de acido hialurénico de médio peso
molecular no liquido sinovial, sendo a diferenca entre grupos presentes nos mesmos
momentos experimentais (menor grau de claudicacdo e maior concentracdo de acido

hialurdnico).

Assim como no presente estudo, Niemeld; Tulamo; Hielm-Bjorkman (2016), observaram
melhora na claudica¢do apos o teste de flexdo em equinos com claudicagdo tratados com
acido hialurénico (n=14), tendo o grupo controle (n=13) ndo apresentado melhora durante o
experimento (16). Leighton et al. (2014) realizaram um estudo em pacientes humanos, com
osteoartrite do joelho, sendo comparado o tratamento com metilprednisolona (n=221) e HS
(n=221), no qual o acido hialurénico ndo foi inferior a metilprednisolona em relagdao a
analgesia, apresentando resultado estivel e se estendendo durante 26 semanas apoOs 2
aplicagdes (17). Neuenschwander et al. (2019) compararam o tratamento com triancinolona
(corticoide; grupo controle) (n=8), acido hialuronico de alto peso molecular (n=8) e acido

hialurénico de baixo peso molecular (n=8) em equinos com sinovite induzida por LPS. E foi
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observada reducdo significativa da claudicagio em ambos os tratamentos com acido

hialurdnico ap6s 24 horas, se estendendo até 48 horas.

Pozo, Balazs e Belmonte (1997) investigaram o impacto do acido hialurénico na sensibilidade
dos nociceptores articulares, observando uma reducgdo significativa nas respostas nervosas,
tanto continuas quanto geradas pelo movimento, apos a administragdo do composto em gatos
com artrite. Gotoh et al. (1993) sugeriram a presen¢a de receptores nas terminagdes nervosas
articulares que detectam dor, com base em seu estudo em ratos sobre o efeito do peso
molecular do 4cido hialurénico na dor articular. Ferrari et al. (2016) e Ferrari et al. (2018)
demonstraram que moléculas de baixo peso molecular de acido hialurénico induzem
hiperalgesia através do receptor CD44, enquanto as de alto peso molecular apresentam efeito
analgésico, especialmente apos a inflamagdo induzida por mediadores como interleucina 6 e
prostaglandina. Esses achados, combinados com os resultados de nosso experimento, que
evidenciam a acdo analgésica do acido hialurénico de alto peso molecular na reducao da
claudica¢ao em animais, indicando a relagdo entre o acido hialurénico, seu peso molecular e

os efeitos sobre a algesia e analgesia.

Masuko et. al., (2009) atribuiram ao acido hialurénico ndo apenas a fun¢do condroprotetora,
mas também caracteristicas anti-inflamatodrias, interrompendo a liberagdo de interleucina 1, de
MMPs e de estimulo na produgdo de colageno, GAGs e acido hialuroénico de alto peso
molecular. No presente trabalho a analise do marcador de degradagdao do colageno de tipo 2
(C2C), usado para avaliar a degradagdo da cartilagem articular ndo apresentou diferenca
significativa entre o grupo controle e tratamento durante os momentos experimentais.
Diferente do C2C, o glicosaminoglicano sulfatado sulfato de condroitina apresentou diferenga
significativa entre os momentos 0 e 12 horas (apds a indug¢do da sinovite, sem apresentar
diferenca entre os grupos). No momento 24horas (momento apds o tratamento) os grupos

apresentaram diferenga significativa entre eles, sendo o grupo controle apresentado maior
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concentragdo de sulfato de condroitina no liquido sinovial. O processo inflamatorio no
ambiente articular provoca a degradacdo da cartilagem articular, causando a liberagdo de
constituintes da matriz extracelular, sendo no caso do sulfato de condroitina, além disso um
mecanismo de protecdo, ja que este glicosaminoglicano possui fun¢do moduladora quando
livre no liquido sinovial. A diferenga no momento 24horas, pode demonstrar a diminui¢ao do
processo de degradacdo da cartilagem articular apos o tratamento com o acido hialurdnico e a

necessidade das propriedades modulatorias destes GAGs(21,22).

A inducao da sinovite, assim como esperado, resultou no aumento significativo das células no
liquido sinovial, apresentando aumento significativo dos neutréfilos, células mononucleares e
das proteinas plasmaticas totais no momento 12 horas, caracterizando o processo inflamatorio
sinovial, bem como descrito por Menarim et al. (2019), que induziram sinovite com LPS em
articulacdo radio-carpica e tarsica em seis equinos. Apesar da sinovite induzida ser
considerada leve, o nimero de neutréfilos foi compativel com valores encontrados na sinovite
séptica, apresentando resultados similares a outros estudos nos quais a sinovite foi induzida
com LPS (23,15,24). As cé¢lulas retornaram aos valores de referéncia no momento 7dias (7
dias apo6s a inducdo da sinovite). Lee, et al.,, (2021) observaram a influéncia do acido
hialurénico de alto e baixo peso molecular em macréfagos, tendo as moléculas de alto peso
nao so a capacidade de ativar a via alternativa dos macrofagos mas ainda converter a ativacao
de macrofagos ja ativados pela via classica, com isso, apesar de ndo apresentarem diferenca
significativa entre as concentragdes de células mononucleares, faz-se necessdrio maiores
investigacdoes sobre os macrofagos presentes no liquido sinovial, e assim entender essa

interacao em um estudo in vivo(25).

No exame ultrassonografico da membrana sinovial, foi observado aumento da espessura da
membrana sinovial no grupo controle ap6s a inducgdo da sinovite (momento 12 horas), apesar

de o grupo tratado ndo apresentar diferenca, ndo foi observada diferenga significativa entre os
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grupos. No exame ultrassonografico da membrana sinovial, foi observado aumento da
espessura da membrana sinovial no grupo controle apds a indu¢do da sinovite (momento 12
horas), apesar de o grupo tratado ndo apresentar diferenca, ndo foi observada diferenca
significativa entre os grupos. No momento 24 horas, apds o tratamento, 0s grupos
apresentaram diferenca significativa entre si, tendo o grupo controle apresentado maior
espessura da membrana sinovial. O aumento da espessura da membrana sinovial esta
diretamente relacionado com o processo inflamatério, sendo este aumento correspondente ao
aumento da infiltracdo de células inflamatdrias neste tecido e até mesmo pela hiperplasia de
sinoviocitos durante a sinovite (26,27). Os resultados apresentados nesse exame indicam que
o grupo tratado apresentou menor reagdo inflamatéria da membrana sinovial, reduzindo a

infiltragao celular.

Durante a sinovite, ha a mudanga do liquido sinovial. A partir do insulto provocado, hé a
liberacdo de fatores inflamatorios, como interleucina-1 e 6, fator de necrose tumoral,
metaloproteinases de matriz, hialuronidases e oxido nitrico (26,27,24). A mudanca da
composi¢ao do liquido sinovial provoca a degradacao da cartilagem articular, de moléculas de
acido hialurdnico e causam a infiltracdo de células inflamatérias na membrana sinovial
(11,12,26,27) intensificando o processo inflamatério e gerando a liberacao de fragmentos da
cartilagem articular, a quebra do acido hialurénico e a deficiéncia das células da membrana
sinovial e condrocitos em produzir acido hialurdnico de alto peso molecular (28,10,26). Todos
esses fatores contribuem com o prolongamento do processo inflamatério e a perda da
homeostase do ambiente articular. A suplementagdo com o acido hialurénico de alto peso
molecular, através da sua interagdo com as células, permite a redugdo da liberacao das
citocinas inflamatorias e estimula as células a produzirem 4cido hialurénico de alto peso
molecular, GAGs, colageno e a proliferacao celular, sendo um adjuvante no reestabelecimento

da homeostase do ambiente articular(7,14,9,3,29). A permanéncia e estabilidade do acido
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hialurénico administrado intra-articular visa promover por mais tempo a sinalizagdo, e
inibicdo da liberacdo de fatores inflamatdrios no liquido sinovial, promovendo a modulagao

por maior tempo, interrompendo o prolongamento do processo inflamatorio.

Através dos exames realizados neste experimento, podemos observar a relagdo da
administracao do acido hialurdnico de alto peso molecular com o exame de claudicacgao,
mensuracao da concentracdo de sulfato de condroitina e da espessura da membrana sinovial,
tendo em todos os casos, os parametros se mantido dentro de valores basais apds a
administracdo e manutencdo do dacido hialurdénico no liquido sinovial. Apesar de ndo
apresentarmos avaliagdes de citocinas inflamatdrias, nossos resultados sdo sugestivos da ac¢ao
moduladora do 4cido hialurénico no liquido sinovial inflamado, ressaltando a importancia nao
apenas do uso do acido hialurdnico para analgesia, mas também para prote¢cdo do ambiente

articular.
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1 Figura 2. Imagens representativas das termografias em todos os momentos experimentais do

2  mesmo animal.

3 Ultrassonografia

5  Figura 3. Imagens representativas dos exames ultrassonograficos da articulagdo radio carpica para

6 mensuracdo da espessura em todos os momentos de avaliagdo do estudo.
7  Andlises Fisicas

8 Tabela 1. Mediana (Q1 e Q3) para os pardmetros de exames fisicos realizados no liquido sinovial nos

9 momentos Oh, 12h, 24h, 48h, 7dias e 14 dias no grupo controle e grupo tratado.

Parametros Ohr 12hr 24hr 48hr 7D 14D
1,5 (1,1- 1,5 (1,5~
Controle 1(1-1,3) 1(1-13) 1(1-13) 1,5(1-15)
Volume 1,5) 1,8)
(mL) Tratament 1,5 (1,1- 1,5 (1,1 - 1,5 (1,5-
L5(1-15) 1(1-1) 1(1-13)
N 1,5) 1,5) 1,5)
1,5

Cor (0-4)  Controle 1(1-2° 252-4) 4Q22-4) 42-4) 2(1-35) (2
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Tratament

2(2-35* 22-3,7) 3(2-4) 42-4 3(2-4) 2(2-2)
0
Controle 2(1-2) 2(2-2) 2(2-2) 22-2) 1(0-1) 000-1)
Aspecto
Tratament
(0-3) 0(0-2) 2(2-2) 2(2-2) 2(1,2-2) 2(1-2) 1(1-1)?
0
1014 1038 1023 1014
1027 1017
Controle (1012—- (1036— - (1013-
(1025-1034) (1015-1018)
Densidade 1016)* 1040)° 1014)
(g/cm®) 1013 1026 1025 1028
Tratament 1015 1012
(1012—- (1019- (1020- (1019-
0 (1011-1018) (1010-014)
1014) 1039)® 1037)* 1028)
Controle 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
Coagulacao
Tratament
(0-1) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)

(o)

a-b Letras diferentes entre a coluna indica diferenga estatistica (p <0,05) para cada parametro ao

compara o grupo controle vs tratamento dentro de cada momento. A-B Letras diferentes numa mesma

1
2
3 linha indicam diferenca estatistica (p <0,05) entre momento Oh ¢ momento pos-inflamagdo (12h);
4

momento Oh e retorno aos valores basais dentro de cada grupo.

5 Analises quimicas

6 Tabela 2. Mediana (Q1 e Q3) dos parametros de pH, sangue oculto, glicose, fibrinogénio e média

7  (xerro padriao) da concentracdo de proteinas avaliados no liquido sinovial nos momentos Oh, 12h, 24h

8 48, 7dias e 14 dias no grupo controle e grupo tratado.

Parametros Ohr 12hr 24hr 48hr 7D 14D
8 8,2 8,5 8,2 8 8,5
Controle
H (8-98) (7,6 - 8.,5) (8-8,5) (8-8,5)" (8-8,3)" (8-9)
P 8 8.5 8 8.7 8,5 8,2
Tratamento
(8-98) (7,6 - 8.,5) (8-8,3) 8,5-9* (8,5-8,9)° (8-9)
2(0,2 -
Sangue Controle 4(1-4 44-4 4(4-4) 44-4) 3.7y 4(1-4)
oculto ’
Tratamento 3 (0 -4) 4(4-4) 4(4-4) 4(4-4 4(4-4y 4(1,7-4
Glicose Controle 1(1-1,7) 1(0-1) 1(1-1) 1(1-1) 2(1-2) 1(1-1)
(mg/dL) Tratamento  2(1,2-2) 2(0,2-2) ,5(1-2) 2@1,2-2 22-2) 2(1,2-2)¢
o 200 200 200 0
Fibrinogénio  Controle 0(0-0)* R 5 R 0(0-0)
(mg/dL) (200-200)*  (200-200) (50-200) (0-150)
Tratamento 0 (0 - 0)* 200 200 200 0 0(0-0)
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(200-350)®
(200-200)* (200-200)*  (0-0)
Proteina Controle 2+03%  56+03® 49+03 29+£03* 22+03 2,1+0,3
(g/dL) Tratamento  2+0,3* 3,9+0,3" 4+0,3 34+03%  22+03 2+03
1 a-b Letras diferentes entre a coluna indica diferenga estatistica (p <0,05) para cada parametro ao
2 comparar o grupo controle vs tratamento dentro de cada momento. A-B Letras diferentes numa mesma
3 linha indicam diferenca estatistica (p <0,05) entre momento Oh ¢ momento pos-inflamagdo (12h);
4 momento Oh e retorno aos valores basais dentro de cada grupo.
5
6 Proteina
87 4 Controle
-® Tratamento
*
= 6
=2 G: p=0.0676
& M: p<0.0001
E G*M: p= 0.0276
S 4
£
3
=]
& 2]
0 T T T T T T
7 0 12 24 48 7D 14D
8 Figura 6. Mensuracdo da concentragdo de proteinas observadas no liquido sinovial em todos os
9 momentos experimentais do grupo controle e tratados com acido hialurénico. O intervalo de confianga
10  adotado foi de 95%. Foram observadas diferenga entre os momentos 0 e 12 horas, representado pela
11 hashtag (#) em ambos os grupos e entre os grupos representado pelo asterisco (*) no momento 12
12 horas.

13

Eletroforese do acido hialuronico e condroitin sulfato
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Tratamento Controle

Concentragdo

Peso molecular

Figura 8. Imagem representativa da analise de eletroforese do liquido sinovial, sendo as duas laminas

superiores do exame de concentracdo e as 2 abaixo de determinagdo do peso molecular.
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Tabela 4. Valores da contagem (log +erro padrao) de hemacias e neutréfilos e mediana (Q1 e Q3) dos

valores de macréfagos e eosinofilos detectados no liquido sinovial nos momentos Oh, 12h, 24h, 48h,

7dias e 14 dias no grupo controle e grupo tratado.

Células Oh 12h 24h 48h 7D 14D
Controle 1,9+0,4% 5,4+0,48 55+ 04 50+ 04 2,1+04* 2,0+04
Hemacias (Log) Tratament
2,0£0,4* 4,7+0,4° 50+ 04 53+ 04 3,7+0,4* 3,0+0,4
0
Controle 0,7+0,1* 4,5+0,18 4,1 +0,1 3,5+0,1 1,5+0,1* 1,4+0,1
Neutrofilos
Tratament 04 =0,1
(Log) 4,1£0,1%  3,7+0,1 3,3+0,1 0,9+0,1* 1,2+0,1
0
Céls Controle 156+76,3 4593+788 4617+1199 2738+576* 3724228 288+40,3
Mononucleares Tratament
204+180 4881+2393 624+298 220+28,2
(céls/uL) 0 2690+283 2917+695
Controle 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(-0) 0(0-0)
Eosinoéfilos
Tratament
(céls/uL) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0) 0(0-0)
0

a-b Letras diferentes entre a coluna indica diferenca estatistica (p <0,05) para cada parametro ao

comparar o grupo controle vs tratamento dentro de cada momento. A-B Letras diferentes numa mesma

linha indicam diferenca estatistica (p <0,05) entre momento Oh e momento pos-inflamacao (12h);

momento Oh e retorno aos valores basais dentro de cada grupo.
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