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RESUMO 

 

Este estudo objetivou avaliar o papel das enzimas-conversoras de angiotensina (ECAs) na 

osteoartrite (OA) de joelho. Para tal, primeiramente, foi realizada a padronização do 

modelo de OA - induzida com monoiodoaceto de sódio (MIA) em ratos, quanto aos 

parâmetros inflamatórios e histopatológicos. Para induzir a OA foi feita uma única injeção 

intra-articular no joelho esquerdo de 2mg de MIA dissolvido em salina estéril (~50µL). Os 

animais controles (CTL) receberam apenas uma injeção de salina. As medidas de 

hiperalgesia e edema de joelho foram realizadas antes e após os tempos de 6, 12, 24, 48 e 

72 horas, 7, 14, 21 e 28 dias. Foram utilizados 8 animais em cada tempo de avaliação, 

sendo 4 animais CTL e 4 animais MIA. Nesses tempos os animais foram eutanasiados e foi 

realizado o lavado articular, utilizado para a verificação da cinética de migração celular e 

análise de citocinas. O joelho foi retirado para processamento histopatológico. O papel das 

ECAs foi avaliado após 28 dias de indução da OA, utilizando os seguintes tratamentos por 

8 semanas (n=7 por grupo): Salina, Captopril [inibidor da ECA (iECA), 30mg/kg/dia], 

Losartan [bloqueador do receptor AT1, 30mg/kg/dia], Aceturato de diminazeno (DIZE) 

(ativador da ECA2), 1mg/kg/dia] ou [Captopril, 30mg/kg/dia + L-NAME (inibidor da 

óxido nítrico sintase), 15mg/kg/dia]. Os mesmos parâmetros avaliados na padronização do 

modelo foram utilizados nos grupos de tratamento, acrescentando a mensuração da pressão 

arterial média (PAM) e imunohistoquímica para IL-10 e TNF-α. Os resultados da 

padronização mostraram que a hiperalgesia foi significativamente maior nos animais MIA 

em todos os tempos de medição (6h - 28 dias). A cinética de migração celular evidenciou 

que o pico de leucócitos ocorre no tempo de 72h, sendo o macrófago a principal célula 

responsável por esse pico. A diferença significativa dos macrófagos manteve-se em todos 

os tempos avaliados, exceto na medida de 21 dias. Já os neutrófilos tiveram o pico no 

tempo de 24h, sendo que nesse tempo também houve um aumento significativo no nível de 

IL-10. Observamos diferença estatisticamente significativa em relação ao CTL nos tempos 

de 12h e 24h no que se refere ao edema de joelho. Também no tempo de 12h ocorreu o 

pico de IL-6. A perda de proteoglicanos iniciou a partir do 7º dia, mas foi a partir do 14º 

dia que ela se tornou significativa ficando ainda maior nas avaliações dos dias 21 e 28 pós-

indução. A avaliação do tecido de granulação presente entre o osso subcondral e a 

cartilagem mostrou que a alteração na celularidade inicia-se com 72 horas, mas apenas no 



 

 

 

tempo de 21 dias que se torna significativa. Não houve correlação entre o infiltrado 

inflamatório no osso e na cartilagem e a perda de proteoglicanos. Além disso, na avaliação 

das alterações morfológicas da cartilagem observou-se desorientação dos condrons, 

formação de clusters e atrofia de condrócitos a partir do dia 14 e de fissuras verticais e 

hipocelularidade a partir do dia 21. No dia 28 todas estas alterações encontram-se mais 

pronunciadas. Com relação à avaliação das ECAs na OA, os resultados mostraram que o 

Captopril e o Losartan foram capazes de reduzir de forma significativa o número de 

leucócitos totais e macrófagos na cavidade articular do joelho dos animais MIA. Além 

disso, o efeito do Captopril foi parcialmente bloqueado pelo L-NAME. Também houve 

aumento da área marcada para IL-10 na cartilagem dos animais controle tratados com 

Captopril. Por último, o iECA promoveu um pequeno efeito condroprotetor na cartilagem. 

Já o perfil inflamatório dos animais MIA tratados com DIZE não alterou 

significativamente, sendo o resultado similar ao dos animais tratados com salina. O 

tratamento com DIZE reduziu a intensidade de marcação de IL-10 e TNF-α na cartilagem, 

sinóvia e osso subcondral dos animais MIA. Entretanto, o uso do ativador da ECA2 não 

impediu a perda de cartilagem nos animais MIA. Na avaliação histopatológica após 12 

semanas de indução da OA foi visto que as alterações osteoartríticas foram muito 

pronunciadas, uma vez que havia grande perda de cartilagem e de proteoglicanos, com 

deformação do osso subcondral e presença de tecido fibrocartilaginoso na articulação. 

Houve uma tendência de redução da PAM nos animais MIA, mesmo quando tratados com 

salina. Concluindo, a inibição da ECA possui efeito anti-inflamatório na OA de joelho e 

um pequeno efeito condroprotetor. Esses resultados foram, possivelmente, limitados pela 

dose de MIA usada para induzir a OA e pelo longo tempo pós-indução da OA para o início 

dos tratamentos. 



 

 

 

ABSTRACT 

 

The aim of this study was to evaluate the role of angiotensin-converting enzymes (ACEs) 

in osteoarthritis (OA) of the knee. Firstly, the standardization of the OA model by sodium 

monoiodoaceto (MIA) in rats, in relation to inflammatory and pathological parameters, 

was performed. Male Wistar rats (n=4 per group) were submitted to intra articular injection 

of 2mg (~50µL) of MIA in the knee joint in order to induce OA. Control animals were 

injected with saline alone (~50µL). Paw hyperalgesia and swelling of the knee before and 

after the intervals of 6, 12, 24, 48 and 72 hours and 7, 14, 21 and 28 days were evaluated. 

After these periods, the animals were euthanized and the knee joint lavage was performed 

and used to analyze the kinetics of cell migration and cytokines. Also, the knee was 

collected for histological analysis. The role of the ACEs was evaluated 28 days after 

induction of OA using the following orally treatment for 8 weeks (n=7): saline; Captopril 

[ACE inhibitor, 30mg/kg/day]; Losartan [AT1 receptors antagonist, 30mg/kg/day]; 

[Diminazene aceturate (DIZE) (ACE2 activator, 1mg/kg/day) or [Captopril, 30mg/kg/day 

+ L-NAME (nitric oxide synthase inhibitor), 15mg/kg/day]. The parameters evaluated in 

the treatment groups were similar to those performed in the standardization protocol added 

to the measurement of mean arterial pressure (MAP) and immunohistochemistry for IL-10 

and TNF-α. The results of the standardization of the experimental model showed that the 

hyperalgesia was significantly higher in MIA animals at all times points (6 hours to 28 

days). The kinetics of cell migration revealed that the leukocyte peak occurred at the time 

of 72 hours and the macrophage was the main cell responsible for this peak. This 

difference remained at all times evaluated, except to 21 days. Neutrophils peak happened 

at 24h and, in this time point, there was also a significant increase in the level of IL-10. It 

was observed that the swelling of the knee occurred at the time of 12h and 24h and the 

peak of IL-6 happened at the time of 12h. The loss of proteoglycans started in the 7th day, 

becoming more significant in the days 14, 21 and 28 post-induction. The evaluation of the 

granulation tissue present between the subchondral bone and cartilage showed that the 

change in the cellularity began at 72 hours, but only at the time of 21 days it is statistically 

different. No significant correlation was viewed between the inflammatory infiltrate in the 

bone and cartilage and the loss of proteoglycans. Furthermore, the evaluation of the 

morphological changes in the cartilage revealed disorientation of condrons, clustering and 



 

 

 

atrophy of chondrocytes starting at the day 14 and vertical fissures and hypocellularity 

starting at the day 21. On the day 28, all these changes were more pronounced. Regarding 

to the role of the ACEs in OA, the results showed that Captopril and Losartan were able to 

significantly reduce the number of total leukocytes and macrophages in the knee joint 

cavity of the MIA animals. Also, the effect of Captopril was partially blocked by L-

NAME. There was a marked increase in the area of IL-10 labeling in the cartilage of 

control animals treated with Captopril. In addition, ACE inhibition led to a small 

chondroprotective effect in cartilage. However, the inflammatory profile of the DIZE 

treated MIA animals did not change significantly. Treatment with DIZE reduced the 

intensity staining of IL-10 and TNF-α in the cartilage, subchondral bone and synovium of 

MIA rats. Nevertheless, the ACE2 activator did not preserve the cartilage of MIA animals. 

After 12 weeks of the induction of OA, the histopathological analysis showed that the 

osteoarthritic changes were more pronounced with great loss of cartilage and 

proteoglycans, deformation of the subchondral bone and presence of fibrocartilaginous 

tissue in the joint. There was a trend of reduction in MAP in MIA animals, even when 

treated with saline. In conclusion, inhibition of ACE has anti-inflammatory effects in the 

knee of OA rats, as well as a small chondroprotective effect. Likely, these results were 

limited by the dose of MIA used to induce OA and by the duration of the post-induction 

period before the evaluation of the parameters. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Sistema Renina Angiotensina (SRA) 

Há mais de um século Robert Tigerstedt e Bergman começaram a elucidação o 

Sistema Renina-Angiotensina (SRA) e ainda hoje pesquisas sobre os SRA permanece forte 

(Zhuo & Li, 2011). Além de ser primordial na regulação da pressão arterial e na 

homeostase dos eletrólitos, ele também interfere em vias metabólicas relacionadas à 

inflamação e ao crescimento e desenvolvimento tecidual (Kalupahana & Moustaid-

Moussa, 2012; Garcia et al, 2010). 

A ativação do SRA começa com a conversão do angiotensionogênio em 

angiotensina I (Ang I) pela renina (Figura 1). A enzima conversora da angiotensina (ECA) 

converte Ang I, que é um decapeptídeo inativo, em angiotensina II (Ang II), um 

octapeptídeo ativo, cujas ações são mediadas pelos receptores AT1 e AT2 (Paul et al, 

2006; Ferreira et al, 2011). Esses receptores apresentam algumas similaridades, mas os 

genes codificadores, suas localizações e funções são diferentes (Paul et al, 2006). A 

ativação do AT1 induz a vasoconstrição, fibrose, proliferação e hipertrofia celular e 

retenção de fluido. Já a ativação do AT2 induz a efeitos contra regulatórios ao do AT1 

(Ferreira et al, 2011). O peptídeo Ang II também pode ser substrato da enzima conversora 

de angiotensina 2 (ECA2), produzindo a angiotensina-(1-7) [Ang-(1-7)], a qual se liga ao 

receptor Mas promovendo vários efeitos, como, por exemplo, vasodilatação, anti-fibrose, 

anti-hipertrofia e anti-inflamação (Cat & Touyz, 2011; Ferreira et al, 2012). 

O SRA possui ações locais em diversos tecidos corporais de forma específica, 

desempenhando um papel importante na mediação da inflamação, angiogênese, 

proliferação e morte celular (Garcia et al, 2010; Cat & Touyz, 2011). Essas ações são 

mediadas, principalmente, pela Ang II no receptor AT1 (Figura 1). Essa é reconhecida 

como uma molécula pró-inflamatória (Ferreira et al, 2011) em razão de sua ativação 

dependente do receptor de NF-kB, um fator de transcrição envolvido em vários processos 

inflamatórios (Ruiz-Ortega et al, 2000). A ação local do SRA pode ocorrer de forma 

independente do SRA circulante, podendo ser ativado tanto em situações em que o SRA 

circulante é normal quanto em situações em que é suprimido (Cat & Touyz, 2011). A 

ampla distribuição dos componentes do SRA e seus aspectos funcionais no corpo têm sido 

intensamente investigados (Garcia et al, 2010; Cat & Touyz, 2011). SRA locais têm sido 

identificados em sistemas orgânicos, como o digestório, respiratório, nervoso, reprodutor 
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masculino e feminino, linfático, tegumentar, adiposo, e também em órgãos como coração, 

rins, osso e sinóvia do joelho (Çobankara et al, 2005; Paul et al, 2006; Pattacini et al, 2007; 

Garcia et al, 2010; Cat & Touyz, 2011; Zhuo & Li, 2011; Kalupahana & Moustaid-

Moussa, 2012). 

A recém-descoberta de outros peptídeos ativos do SRA, como a Ang-(1-7) que 

possui efeitos contra regulatórios aos produzidos pela Ang II, sugere que o equilíbrio do 

SRA depende do balanço entre seus componentes (Cat & Touyz, 2011; Ferreira et al, 

2012). Além disso, alguns componentes do SRA, bem definidos anteriormente quanto à 

suas funções, estão em redefinição. Por exemplo, a renina que além de ser a protease 

responsável pela clivagem do angiotensionogênio ela também pode se ligar, de forma 

específica, em receptores de renina gerando efeitos similares ao da Ang II (Cat & Touyz, 

2011). Diversas drogas utilizadas na clínica têm como alvos componentes do SRA, 

Figura 1: Representação esquemática do Sistema renina-angiotensina. (P)RR), receptores (pro)renina; 

ECA, enzima conversora de angiotensina; NEP, endopeptidase neutra; PEP, prolyl endopeptidase; AT1R, 

receptor tipo 1 da Ang II; AT2R, receptor tipo 2 da Ang II; Mas, receptor da Ang-(1-7). Fonte: Adaptado 

de Cat & Touyz, 2011. 
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modulando suas ações. O Captopril, inibidor da enzima conversora de angiotensina 

(iECA), foi o primeiro agente bioquímico utilizado para modular o SRA (Figura 2). Sua 

ação leva ao bloqueio da ECA com consequente redução na produção de Ang II (Norris et 

al, 2009). Já foi evidenciado que a redução na formação da Ang II pelos iECAs tem 

diversos efeitos benéficos, destacando-se a diminuição da pressão arterial e ação 

antioxidante (Dandona et al, 2007; Bian et al, 2010), além de efeitos anti-inflamatórios e 

anti-fibróticos (Martin et al, 1984; Tikiz et al, 2005; Flammer et al, 2008; Peters et al, 

2009; Männistö et al, 2001; Järveläinen et al, 2009). Essas ações são benéficas na 

recuperação cardíaca pós-infarto, fibrose hepática e renal e na remodelação e cicatrização 

óssea (Cruz et al, 2000; Ramos et al, 1994; Garcia et al, 2010; Kma et al, 2012). 

Entretanto, o uso dos iECAs traz um efeito colateral que é o aumento de bradicinina na 

árvore brônquica (Norris et al, 2009). 

Outra classe importante de drogas baseadas no SRA é composta pelos bloqueadores 

do receptor AT1 (BRAs) (Norris et al, 2009). O resultado deste bloqueio é a menor 

ativação do eixo vasoconstrictor do SRA (Price et al, 2007). O Losartan foi o primeiro 

dessa classe disponível comercialmente (Norris et al, 2009). Além dos efeitos 

cardiovasculares, o Losartan também possui efeito anti-fibrótico, sendo esse já evidenciado 

no fígado, pulmão, rins, pâncreas, coração e musculatura estriada esquelética (Yoshiji et al, 

2001; Liu et al, 2008; Podowski et al, 2012; Guerrot et al, 2012; Arnold et al, 2012; 

Teekakirikul et al, 2010; Burks et al, 2011). 

Nos últimos anos tem sido demonstrado que a estimulação do eixo vasodilator do 

SRA pode ser uma estratégia viável para a modulação deste sistema. A ativação da ECA2 

leva ao aumento da produção de Ang-(1-7) e concomitante degradação da Ang II, 

resultando em vários efeitos regulatórios. Por exemplo, a utilização de ativadores da ECA2 

em modelos animais leva a uma diminuição da pressão intraocular (Foureaux et al, 2013) e 

redução do dano cerebral pós isquemia (Mecca et al, 2011). O uso de análogos da Ang-(1-

7) causam vários efeitos benéficos em diferentes modelos patológicos, como a modulação 

de parâmetros inflamatórios em modelo de artrite induzida por antígeno (Silveira et al, 

2010), redução do estresse oxidativo e atenuação da apoptose neuronal em cérebros de 

ratos hipertensos (Jiang et al, 2013) e restauração do microambiente gástrico e modulação 

de vias de estresse em ratos com lesão gástrica induzida pelo frio (Zhu et al, 2013). Além 

disso, parte dos efeitos benéficos dos iECAs e dos BRAs podem ser mediados pelo 

aumento dos níveis plasmáticos de Ang-(1-7) (Ishiyama et al, 2004; Coutinho et al, 2013). 
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Figura 2: Representação esquemática, mostrando as estratégias terapêuticas para modular a atividade do 

SRA. (P)RR), receptores (pro)renina; iECA, inibidores da enzima conversora de angiotensina; NEP, 

endopeptidase neutra; PEP, prolyl endopeptidase; BRAs, bloqueadores do receptor AT1; AT1R, receptor 

tipo 1 da Ang II; AT2R, receptor tipo 2 da Ang II; Mas, receptor da Ang-(1-7). Fonte: Adaptado de Cat & 

Touyz, 2011. 
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1.2 Osteoartrite  

A osteoartrite (OA), antes denominada como osteoartrose, é a forma mais comum 

de artrite (Felson, 2000; Lawrence et al, 2008). Ela é caracterizada por degeneração 

crônica do tecido cartilaginoso hialino, inflamação local, remodelação do osso subcondral, 

formação de osteófito e de cisto subcondral, além de enfraquecimento dos músculos 

periarticulares (Pereira et al, 2011; Litwic et al, 2013; Berenbaum, 2013) (Figura 3). A 

maioria das articulações que podem desenvolver OA são sinoviais. De forma geral, as 

articulações mais comumente afetadas são quadril, joelho e mão (Felson, 2000; Lawrence, 

2008). Pode acometer mais de uma articulação, mas sua manifestação não é sistêmica. A 

dor, a rigidez articular e a limitação ao movimento são os sintomas mais significativos da 

doença e estão associados ao processo de lesão articular permanente e ao surgimento de 

incapacidade, sobretudo em idosos (Puett & Griffin, 1994; Jordan et al, 2003; Litwic et al, 

2013). Com o envelhecimento da população mundial, é de extrema importância a 

compreensão sobre a patogênese e os fatores ligados à progressão da OA, pois descobertas 

nessa linha ajudam na definição de diretrizes de enfrentamento da doença, que podem 

resultar em uma melhora na qualidade de vida para os pacientes (Symmons et al, 2000; 

Pelletier et al, 2001; WHO, 2004; Zhang & Jordan, 2010).  

 

A OA é considerada a principal causa de dor e incapacidade em idosos, sendo uma 

das principais causas de redução da expectativa de vida devido à incapacidade (March & 

Bagga 2004; Michaud et al, 2006; Losina et al, 2011). Além disso, a OA gera gastos 

onerosos para o sistema de saúde, atribuídos principalmente ao uso de medicamentos para 

Cistos no osso subcondral 

Enfraquecimento e contratura de músculos 

Inflamação do tecido sinovial 

Perda e dano na cartilagem 

Remodelação do osso subcondral e 

formação de osteófitos  

Figura 3: Desenho esquemático das alterações osteoartríticas em uma articulação. 

Adaptado de Bijlsma et al, 2011 
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o controle do quadro álgico e a realização da artroplastia do quadril e do joelho (Bitton, 

2009; Losina et al, 2009). No Brasil, não há estudos epidemiológicos de grande amplitude 

que mostre o impacto da OA na sociedade, mas o Ministério da Saúde aponta que as 

doenças reumáticas já afetam aproximadamente 12 milhões de brasileiros e constituiu a 

segunda causa de gastos em benefícios de auxílio-saúde concedidos à população em 2008 

(Brasil, 2011). Além disso, o Brasil está entre os 10 países com a maior população idosa do 

mundo e projeta-se um salto dos 1,6 milhões de pessoas com 80 anos de idade ou mais no 

ano 2000 para 13,8 milhões de pessoas em 2050 (Brasil, 2008). 

A Organização Mundial de Saúde estima que no mundo haja 9,6% dos homens e 

18% das mulheres acima de 60 anos com OA (WHO, 2013). A alta prevalência da OA é 

atribuída, principalmente, ao envelhecimento e ao aumento da prevalência da obesidade da 

população (Neogi & Zhang, 2013). Entretanto, a prevalência da OA pode ser bem variável, 

dependendo da definição utilizada, idade, sexo e área geográfica estudada (Litwic et al, 

2013). De forma geral, as articulações mais comumente afetadas são quadril, joelho e mão 

(Lawrence et al, 2008), apesar da análise epidemiológica por sexo revelar que os homens 

tem OA com maior frequência na coluna e quadril e as mulheres no joelho e mãos (Felson, 

2000; Neogi & Zhang, 2013). 

A OA é uma doença multifatorial (Neogi & Zhang, 2013), uma interação complexa 

de fatores genéticos, metabólicos, bioquímicos e biomecânicos seguida pela ativação da 

resposta inflamatória que leva à degeneração crônica do tecido cartilaginoso (Haseeb & 

Haqqi, 2013). Em outras palavras, a OA é uma manifestação fenotípica de uma série de 

diferentes vias que levam ao desenvolvimento da doença (Figura 4). Fatores pessoais e 

fatores articulares específicos podem aumentar a susceptibilidade ao desenvolvimento da 

doença, mas a interação entre eles ainda não é bem compreendida (Neogi & Zhang, 2013). 

Dentre esses fatores, o peso corporal elevado e a idade são os mais fortemente associados 

ao desenvolvimento e a progressão da OA de joelho (Cecil, 2005; Grotle et al, 2008). 

Entretanto, não é incomum o diagnóstico de OA em pacientes com menos de 45 anos 

(Murphy et al, 2008). Danos no tecido cartilaginoso por um único evento de trauma ou 

microtraumas repetidos devido à sobrecarga mecânica na articulação são tidos como 

causas mais prováveis para os pacientes sem uma forte predisposição genética (Haseeb & 

Haqqi, 2013). 
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A sequência das alterações patológicas na OA pode variar de acordo com a 

etiologia da doença. Por exemplo, em lesões traumáticas, como lesão do ligamento cruzado 

anterior, tem-se a inflamação articular aguda seguida por sinovite e destruição da 

cartilagem e alterações ósseas. Já em um indivíduo obeso, a alteração primária pode ser a 

formação óssea aumentada, seguida pela destruição articular e sinovite (Loeser, 2009). A 

resposta inicial do tecido cartilaginoso aos estresses físico e químico é a proliferação dos 

condrócitos e maior atividade metabólica desses (Dijkgraaf et al, 1995; Krasnokutsky et al, 

2007; Loeser, 2009). Os condrócitos aumentam a síntese dos componentes da matriz 

extracelular (MEC), dos proteoglicanos e dos colágenos. Entretanto, a síntese e a atividade 

de proteases, como as metaloproteinases de matriz (MMPs) e as colagenases, sobressaem 

sobre a tentativa de reparação celular, ocorrendo, assim, depleção dos proteoglicanos e 

clivagem das fibras colágenas (Dijkgraaf et al, 1995). A perda da capacidade de manter a 

homeostase pelos condrócitos é o que dá início ao estado patológico da cartilagem (Loeser, 

2005; Ströbel et al, 2010). A intensa ação das proteases é estimulada, principalmente, pelas 

citocinas pró-inflamatórias (Abramson & Krasnokutsky, 2006). Assim, a manutenção do 

quadro inflamatório contribui para a degradação progressiva do tecido cartilaginoso (Dean 

& Sansom, 2000; Ströbel et al, 2010). 

Das citocinas envolvidas na patogênese da OA, a interleucina (IL)-1β e o fator de 

necrose tumoral alfa (TNF-α) são tidos como os principais responsáveis pelas alterações na 

Sexo Obesidade Genética Raça/etnia Dieta Metabolismo ósseo 

Susceptibilidade individual 

Susceptibilidade articular 

Injuria Atividade Ocupação Osso/articulação Força  Alinhamento DCP 

+ Susceptibilidade OA 
 

Idade 

Figura 4: Fatores de risco para susceptibilidade de desenvolvimento da OA. DCP, desigualdade no 

comprimento da perna. Fonte: Adaptado de Neogi & Zhang, 2013. 
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homeostase da cartilagem, no sentido de estimular o catabolismo e a degeneração desse 

tecido (Haseeb & Haqqi, 2013). O aumento dessas citocinas estimula a produção de outros 

mediadores, tais como as interleucinas IL-6 e IL-8 e óxido nítrico (ON), bem como o 

aumento da expressão das MMPs 1, 3 e 13 e inibição da expressão do colágeno tipo II 

(Haseeb & Haqqi, 2013; Pelletier et al, 2001). A dosagem desses mediadores inflamatórios 

e de marcadores da degradação da cartilagem, como a proteína oligomérica da matriz 

cartilaginosa (COMP), telopeptídeos C-terminal do colágeno tipo II (CTX-II) e ácido 

hialurônico tem propiciado o acompanhamento mais preciso de terapêuticas e da 

progressão da OA em estudos clínicos e experimentais, tendo em vista as limitações 

temporais do exame radiográfico para acompanhar a evolução das alterações da OA 

(Gordon et al, 2008, Abramson & Krasnokutsky, 2006; Kraus et al, 2010; Attur et al 2013). 

A inflamação é uma resposta protetora do corpo, associada ao processo de cura e 

reparação tecidual (Medzhitov, 2008). Entretanto, a superprodução de citocinas em 

resposta ao estímulo flogogênico pode trazer danos ao organismo (Takeuchi & Akira, 

2010). No caso das doenças crônicas, a inflamação é causada por uma grande variedade de 

condições adversas que alteram a homeostase entre mediadores pró e anti-inflamatórios 

(Medzhitov, 2008). O consenso para a utilização do sufixo ite em osteoartrite no lugar do 

sufixo ose (osteoartrose) ocorreu após a compreensão de que o componente inflamatório da 

doença é determinante para a degradação da matriz cartilaginosa (Berenbaum, 2013; 

Loeser, 2009). No entanto, a cartilagem danificada não produz uma resposta inflamatória 

convencional, pois o tecido é desprovido de vascularização e inervação. A complexa 

resposta inflamatória da OA começou a ser entendida com a identificação de vários 

mediadores inflamatórios, como as interleucinas IL-1ß, IL-6, IL-7 e IL-8, o TNF-α, o 

óxido nítrico (ON) e prostaglandinas nas articulações afetadas (Berenbaum, 2013; Katz et 

al, 2010; Pelletier et al, 2001). Estes mediadores estão envolvidos com o processo de dor e 

degeneração da cartilagem e podem ter origens diferentes, podendo ser produzidos pelos 

próprios condrócitos, pelos sinoviócitos, bem como pelos osteócitos do osso subcondral 

(Berenbaum, 2013). Além desses tipos celulares, há de se ressaltar o papel dos leucócitos 

na OA, especialmente os macrófagos. Eles são considerados a principal célula responsável 

pela produção de citocinas na OA (Haseeb & Haqqi, 2012). As diferentes fontes e o tipo de 

mediador podem interferir no fenótipo da doença (Berenbaum, 2013). 

A sinovite é caracterizada por hiperplasia do revestimento sinovial, infiltrado de 

macrófagos e linfócitos, neoangiogênese e fibrose (Scanzello, 2012). Destaca-se a ativação 
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dos macrófagos no processo de inflamação da sinóvia, pois eles medeiam o processo de 

angiogênese e de dor na OA (Berenbaum, 2013). A sinovite está presente em um terço dos 

pacientes que avançam para cirurgia de substituição do joelho. Contudo, mesmo em 

estágios iniciais da OA a sinovite pode estar presente e ela relaciona-se com a gravidade 

das lesões na progressão da doença (Loeser, 2009). Há diferentes hipóteses para explicar a 

sinovite na OA, sendo que a mais aceita é que catabólitos provenientes da degradação da 

matriz cartilaginosa, além de sua convencional renovação, estimulam os sinoviócitos a 

produzir mediadores inflamatórios, desencadeando um ciclo de retroalimentação de 

inflamação-degeneração (Berenbaum, 2013). 

Sendo a cartilagem desprovida de inervação, muitas vezes é necessário que o dano 

articular esteja em um estágio avançado, com comprometimento de estruturas 

periarticulares, para que o sintoma álgico venha a ser percebido pelo indivíduo (Loeser, 

2009). No entanto, alguns indivíduos experimentam dor significativa com subsequente 

comprometimento da qualidade de vida mesmo antes da OA ter progredido o suficiente 

para produzir alterações radiográficas (Chan & Wu, 2012). Isso acontece porque a 

experiência da dor não é simplesmente uma resposta às mudanças estruturais, outros 

fatores, como os aspectos psicológicos, também desempenham um importante papel na sua 

percepção (Litwic et al, 2013). 

Um problema importante que surge da relação entre OA e o envelhecimento é a 

presença de comorbidades, que é a existência de dois ou mais problemas de saúde em uma 

pessoa (Chan & Wu, 2012). Doenças cardiovasculares, incluindo hipertensão arterial 

sistêmica (HAS), doença arterial coronariana, diabetes mellitus e doença renal crônica são 

comumente encontradas em pacientes idosos com OA, sendo a HAS a mais prevalente 

(Singh et al, 2002; White, 2009). Não é bem claro o porquê desta associação, mas a OA e a 

HAS partilham fatores de risco importantes, como a obesidade, o envelhecimento e o 

sedentarismo (Zhuo et al, 2012). Já foi evidenciado que a co-administração de drogas anti-

inflamatórias não esteroidais ou inibidores de  ciclooxigenases com agentes anti-

hipertensivos pode alterar os valores de pressão sanguínea (White, 2004). Além disso, a 

disfunção do sistema do ON nos vasos tem sido apontada como uma via comum para a OA 

e a HAS (Findlay, 2007; Katz et al, 2010). Entretanto, até o momento, esta relação foi 

estabelecida apenas para a articulação do quadril, não sendo possível generalizar essa 

observação. A relação entre OA e HAS necessita de muito mais estudo para o seu pleno 

entendimento. 
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1.2.1 Modelos Experimentais de Osteoartrite de Joelho 

Modelos animais de osteoartrite são utilizados, principalmente, para a compreensão 

da patogênese da doença e para avaliação do potencial terapêutico de fármacos 

antiartríticos (Bendele, 2001). Muitos animais podem ser usados para o estudo da 

osteoartrite, entre eles pode-se citar cavalo, cachorro, camundongo, rato, porco, galinha, 

coelho. Alguns animais como o porco da Guiné e algumas linhagens de camundongos 

desenvolvem OA espontaneamente (Kraus et al, 2010). Há também os modelos 

transgênicos. Tanto na OA que ocorre naturalmente como no caso de animais 

geneticamente modificados a doença ocorre de forma lenta e progressiva e, portanto, o 

período para testes de drogas ou estudo da patogênese é longo (Bendele, 2001). A indução 

mecânica, pela lesão cirúrgica do menisco e ou ligamento cruzado anterior se dá em menor 

tempo, porém tempo necessário ainda é longo, cerca 12 semanas (Gerwin et al, 2010). Em 

função do fator tempo a indução química, principalmente, através do monoiodoacetato de 

sódio (MIA) tem sido comumente realizada (Guingamp et al, 1997; Thakur et al, 2011). O 

modelo é geralmente avaliado entre 14 e 28 dias após indução, mas avaliações podem se 

estender para além de dois meses, dependendo dos objetivos do estudo (Dunhan et al, 

1993; Guingamp et al, 1997; Fernihough et al, 2004, Thakur et al 2011). 

A lesão por MIA ocorre pela inibição da atividade de enzimas glicolíticas e 

oxidativas nos condrócitos, as desidrogenases após 4 de semanas indução da OA tem uma 

inibição quase completa, com destaque para gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase  

(Dunhan, 1993; Guzman et al., 2003). Fragmentos da degradação de proteoglicanos e 

colágenos em OA induzida com MIA mostrou similaridade nos mecanismos de 

degeneração da cartilagem aos observados a cartilagem articular com OA (Janusz et al, 

2004). Diferentes quantidades de MIA e de solvente (salina estéril) podem ser usados para 

indução da OA 0,8mg/50L, 1mg/50L, 2mg/50L, 2mg/25L, 3mg/50L, 4,8mg/60L 

(Dunhan et al, 1993; Guzman et al, 2003; Bar-Yehuda et al, 2009; Fernihough et al, 2004; 

Lee et al, 2011; Liu et al, 2011). O modelo animal escolhido para as induções desses 

estudos foi o rato, sendo das linhagens Wistar ou Sprague-Dawley. Mas outras espécies 

animais são utilizadas para indução da OA com MIA, como camundongo, porco da Guiné, 

galinha e cavalo (Guingamp et al, 1997). 
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1.3 Caracterização da cartilagem hialina articular 

A cartilagem hialina articular é um tipo de tecido conjuntivo especializado, 

constituído por condrócitos e MEC (Dijigraaf et al, 1995; Horton et al, 2006; Helenius et 

al, 2008). A MEC é composta por água, colágeno, proteoglicanos, glicoproteínas 

estruturais e pequenas quantidades de lipídeos (Dijigraaf et al, 1995). A cartilagem hialina 

aparece como um dos componentes determinantes do sistema articular móvel ao 

proporcionar uma superfície de baixa fricção durante o movimento, distribuindo as cargas 

mecânicas aplicadas à articulação em ortostatismo e na locomoção e, assim, minimizando 

os estresses no osso subcondral (Cecil, 2005; Espanha, 2010). A cartilagem é aneural, de 

modo que a percepção álgica e proprioceptiva é dependente do tecido sinovial, cápsula, 

músculos e tecido ósseo subcondral. Também é avascular e alinfática, sendo que a nutrição 

e eliminação de resíduos se dá através de difusão na matriz cartilaginosa com o fluido 

sinovial (Dijigraaf et al, 1995). 

A cartilagem hialina normal é estruturalmente dividida em zonas, sendo que cada 

zona tem forma e orientação características (Figura 5). Na zona superficial, as células são 

pequenas, possuem forma alongada e paralela à superfície e matriz pericelular reduzida. 

Essa zona é especializada no deslizamento, consequentemente o conteúdo de colágeno é 

elevado, onde as fibras de colágeno encontram-se densamente compactadas na superfície. 

Entretanto, o nível de proteoglicanos é reduzido. A zona intermediária é distinguível por 

apresentar células arredondadas, que não apresentam uma orientação organizada em 

relação à superfície. O conteúdo de proteoglicanos é alto e estes se encontram distribuídos 

de forma homogênea e suas fibras de colágeno dispõem-se obliquamente em relação à 

superfície. Na zona profunda, os condrócitos organizam-se em condrons, grupos de três ou 

mais células perpendiculares à superfície. As fibras de colágeno formam uma rede de 

malha, com direção perpendicular à superfície articular. Nesta zona, os proteoglicanos têm 

uma distribuição mais variável. Após a zona profunda há uma clara separação entre a 

cartilagem não calcificada e calcificada, sendo que esta separação é denominada de “Tide 

mark” ou “linha de maré”. Na cartilagem calcificada, a matriz encontra-se mineralizada e 

os proteoglicanos em quantidade reduzida. Esta é a camada de transição entre o tecido 

ósseo subcondral e tecido cartilaginoso (Lotz et al, 2010; Espanha,2010). 

Os condrócitos correspondem a 2-5% do volume da cartilagem e possuem tanto 

atividade anabólica quanto catabólica (Lundon & Waker, 2007). Os condrócitos mantêm a 

MEC estável porque além de produzir as fibras colágenas e os proteoglicanos também 
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produzem fatores de crescimento, como TGF-β1 e IGF-I, e MMPs, responsáveis pelo 

equilíbrio entre a síntese e degradação da MEC no estado fisiológico (Dean et al, 1989; 

Loeser, 2006; Lundon & Waker, 2007). As citocinas e os fatores de crescimento 

produzidos pelos condrócitos possuem ação parácrina e autócrina (Lundon & Waker, 

2007). O desequilíbrio entre as vias anabólicas e catabólicas leva a alterações das 

propriedades da cartilagem articular, comprometendo e prejudicando suas funções 

(Garnero et al, 2002; Horton et al, 2006; Ströbel et al, 2010). 

Proteoglicanos são polímeros lineares de dissacarídeos que, por definição, possuem 

pelo menos um glicosaminoglicano (GAG) como componente de suas cadeias laterais 

(Helenius et al, 2008). Os GAGs controlam as funções biológicas dos proteoglicanos 

através de ligações de estabilização com os componentes da superfície celular, fatores de 

crescimento e outros constituintes da MEC. Os proteoglicanos estão constantemente sendo 

renovados e possuem uma meia-vida de semanas (Cecil, 2005; Lundon & Waker, 2007). 

Os GAGs possuem alta densidade de cargas negativas, o que atrai cátions, especialmente 

de Na
+
. Como consequência, a água é osmoticamente atraída para dentro da matriz. Este 

gel altamente hidratado tem importantes funções, pois permite que a matriz resista a forças 

de compressão e favorece a rápida difusão de nutrientes, metabólitos e hormônios entre o 

sangue e as células do tecido. A matriz de cartilagem que reveste a articulação do joelho, 

por exemplo, pode suportar pressões por este motivo (Helenius et al, 2008). 

As fibras colágenas correspondem a 95% do volume da cartilagem (Lundon & 

Waker, 2007). O principal colágeno presente na cartilagem é o tipo II, mas pequenas 

Figura 5: Desenho esquemático das zonas da cartilagem (A) e corte histológico representativo (B). 

Coloração de azul de toluidina e aumento de 20x. Fonte: Adaptado de Pritzker et al, 2005. 
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quantidades dos colágenos tipos III, V, VI, IX, X, XI e XIV também são encontradas 

(Espanha, 2010; Garnero et al, 2000). O colágeno tem importante função estrutural de 

organizar os demais componentes da MEC e os condrócitos. Além disso, também oferece 

resistência mecânica às forças de tensão na cartilagem (Wilson et al, 2005). O colágeno da 

cartilagem articular é considerado muito mais estável do que os proteoglicanos e sua 

renovação é bem mais lenta (Lippiello et al, 1977). 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A OA está associada com várias doenças cardiovasculares, incluindo HAS, doença 

arterial coronariana, diabetes e doença renal crônica (White, 2009). Dentre essas, a 

comorbidades mais comum em pacientes idosos com OA é a HAS (Singh et al, 2002; 

White, 2009). Pacientes com OA tem uma prevalência aumentada de HAS, em torno de 

40%, enquanto na população geral este índice está em torno de 25% (Singh et al, 2002). 

Em idosos com mais de 85 anos, a HAS e a OA são as doenças mais prevalentes (Collerton 

et al, 2009). 

Do ponto de vista da patogênese, pode haver mecanismos patogênicos comuns que 

afetam tanto o sistema vascular quanto as articulações, contribuindo para a coexistência da 

OA e HAS (Katz et al, 2010). A disfunção do sistema do ON nos vasos tem sido apontada 

como uma via comum para a OA e a HAS. Danos celulares e disfunção endotelial, 

atribuídos a HAS, parecem conduzir a alterações vasculares periféricas, incluindo o tecido 

ósseo (Findlay, 2007; Katz et al, 2010). Entretanto, até o momento, esta relação foi 

estabelecida apenas para a articulação do quadril, não sendo possível generalizar essa 

observação. 

A coadministração de drogas anti-inflamatórias não esteroidais ou inibidores de 

ciclooxigenase com agentes anti-hipertensivos é comum (White, 2004). Investigações 

clínicas demostraram que tais administrações conjugadas destes medicamentos resultam 

em resistência na diminuição da redução da pressão arterial sistólica em pacientes idosos 

com OA (Whelton et al, 2001; White, 2009). Estudos posteriores veem sendo realizados 

para determinar as melhores classes de anti-inflamatório a ser usados por pacientes com 

OA. 

Apesar do exposto acima, ainda há muito para se entender a respeito da relação 

entre OA e HAS. O joelho é uma das articulações mais frequentemente acometida pela OA 

(Parmet et al, 2003). Há a presença de renina e ECA no fluido sinovial (Çobankara et al, 

2005) e o tecido sinovial, mais especificamente os sinoviócitos, expressam os receptores 

AT1, indicando, assim, a presença de um SRA local no joelho (Pattacini et al, 2007). O 

macrófago, principal célula imune associada à patogênese da OA (Haseeb & Haqqi, 2013), 

também expressa componentes do SRA (Okamura et al, 1999). Apesar da expressão da 

ECA e do AT1 não estarem aumentados na OA, o fato de haver um SRA local no joelho 

precisa ser considerado e investigado na patogênese da doença. Os iECAs são uma classe 



JUSTIFICATIVA 

32 

 

de drogas amplamente utilizada na medicina cardiovascular (Garcia et al, 2010). Logo, 

investigar se os iECAs, classe comumente utilizada por pacientes com HAS, pode modular 

parâmetros inflamatórios e histopatológicos na OA é importante. Embora haja poucas 

evidências da presença e função dos componentes do eixo vasadilatador do SRA, ou seja, 

ECA2/Ang-(1-7)/Mas, no sistema articular do joelho (Silveira et al, 2010), a averiguação 

dos efeitos do uso de um ativador da ECA2 pode permitir um entendimento mais amplo do 

eixo vasodilatador do SRA sobre no sistema articular do joelho. 



OBJETIVOS 

33 

 

3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar o papel das ECAs nos efeitos inflamatórios e nas mudanças 

histopatológicas observadas na OA.  

 

3.2 Objetivos específicos 

1. Padronizar o modelo experimental de OA em ratos por MIA quanto aos parâmetros 

inflamatórios e as alterações histopatológicos nos tempos de 6 horas, 12 horas, 24 

horas, 48 horas, 72 horas, 7 dias, 14 dias, 21 dias e 28 dias. 

2. Avaliar a contribuição do SRA na OA em ratos, através do uso de Captopril, DIZE 

e Losartan, na modulação da inflamação. 

3. Avaliar se a inibição da produção de ON interfere nos efeitos do Captopril na OA, 

utilizando-se L-NAME. 

4. Analisar a expressão de IL-10 e TNF-α após tratamento crônico com inibidor da 

ECA ou com estimulador da ECA2 em ratos com OA. 

5. Avaliar os efeitos da inibição da ECA pelo Captopril e estimulação da ECA2 pelo 

DIZE na cartilagem hialina de ratos induzidos com MIA. 

 



MATERIAL E MÉTODOS 

34 

 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Animais 

Foram utilizados ratos Wistar machos, com peso corporal entre 180 e 280g, com 

idade média de 12 semanas. Os animais foram fornecidos pelo CEBIO (Centro de 

Bioterismo do ICB/UFMG) e foram mantidos em biotério apropriado, onde receberam 

ração comercial para roedores (Nuvilab) e água ad libitum durante o período do 

experimento. O número de animais por grupo foi determinado pelo cálculo amostral: 

X=T.S/√R. Já o desvio padrão foi calculado a partir de dados preliminares (Sampaio, 

1998). Para a padronização do modelo de OA foram utilizados 72 animais e para os grupos 

de tratamento foram utilizados 70 animais (Figura 6). O estudo foi submetido ao Comitê de 

Ética em Experimentação Animal (CETEA) e a sua aprovação encontra-se em anexo. 

 

 

Figura 6: Fluxograma ilustrando desenho do estudo 

CTL: controle; MIA: monoiodoacetato de sódio; LN: L-NAME; DIZE: aceturato de diminazeno. 

(n=70) (n=72) 

n=142 Ratos Wistar machos 

Padronização do modelo de OA por MIA 

24 Horas - CTL (n=4) e MIA (n=4) 

 

6 Horas - CTL (n=4) e MIA (n=4) 

48 Horas - CTL (n=4) e MIA (n=4) 

 

12 Horas - CTL (n=4) e MIA (n=4) 

 (n=7) 

7 Dias - CTL (n=4) e MIA (n=4) 

 

 

72 Horas - CTL (n=4) e MIA (n=4) 

 

Captopril + L-NAME - CTL (n=7) 

e MIA (n=7) 

 

Captopril - CTL (n=7) e MIA 

(n=7) 

DIZE - CTL (n=7) e MIA (n=7) 

 

Avaliação da contribuição do SRA na OA 

Salina - CTL (n=7) e MIA (n=7) 

14 Dias - CTL (n=4) e MIA (n=4) 

 

 

21 Dias - CTL (n=4) e MIA (n=4) 

 

 

28 Dias - CTL (n=4) e MIA (n=4) 

 

 

Losartan - CTL (n=7) e MIA (n=7) 
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4.2 Indução da OA no joelho 

Os ratos foram anestesiados com 100mg/kg de ketamina e 15mg/kg de xilazina. O 

joelho esquerdo foi depilado e limpo com álcool etílico a 70% (Clarke et al, 1997). Para 

induzir OA foi feita uma única injeção intra-articular no joelho esquerdo de 2 mg de 

monoiodoacetato de sódio (MIA) dissolvido em 50 µL de solução salina estéril (Bar-

Yehuda et al, 2009). A solução de MIA foi injetada através do ligamento patelar usando 

uma agulha para insulina 29G X 1/2 (BD Ultra-Fine
TM

) com o joelho em 90º de flexão 

(Figura 7). Já nos animais controles (CTL) foi injetado apenas a salina estéril no mesmo 

volume dos induzidos, ou seja, 50 µL. 

 

4.3 Grupos experimentais 

Para a padronização do modelo de OA, quanto aos parâmetros inflamatórios e 

histopatológicos, foram utilizados 8 animais em cada tempo de avaliação, sendo 4 animais 

CTL e 4 animais induzidos com MIA. Antes da indução da OA, foram realizadas as 

medidas de hiperalgesia e edema correspondendo a medida basal. No tempo zero foi 

realizada a indução da OA e ao completar os tempos de 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 

horas, 72 horas, 7 dias, 14 dias, 21 dias e 28 dias foram novamente realizadas as medidas 

de hiperalgesia e edema nos animais (Figura 8A). Em seguida, eles foram eutanasiados 

para realização do lavado articular, utilizado posteriormente para a verificação da cinética 

de migração celular e análise de citocinas. O joelho foi armazenado em solução fixadora 

para ser processado para posterior análise histopatológica. 

Para avaliar a influência das ECAs nos efeitos inflamatórios e mudanças 

histopatológicas nos animais com OA, primeiramente foi realizada a medida basal da 

pressão arterial média (PAM) dos animais e, logo após, foi realizada a indução da OA 

(Figura 8B). Passados os 28 dias de indução da doença, a PAM foi novamente medida e 

 

Figura 7: Representação da técnica de indução de OA em joelhos de ratos. 
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foram realizadas as medidas de hiperalgesia e edema nos animais. Neste momento, deu-se 

início aos tratamentos (Tabela 1) e estes foram mantidos por um período adicional de 8 

semanas. Depois de quatro semanas de tratamento as medidas de PAM, hiperalgesia e 

edema foram realizadas. Ao fim do período de tratamento essas medidas foram novamente 

realizadas. Na sequência, os animais foram eutanasiados e foi realizado o lavado articular 

no joelho, que foi utilizado posteriormente para a verificação do perfil inflamatório, e o 

joelho foi armazenado em solução fixadora para ser processado para posterior análise 

histopatológica. 

 

Figura 8: Representação esquemática dos protocolos de experimentação animal. (A) Padronização do 

modelo e (B) tratamentos realizados 
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Tabela 1: Tratamentos, concentrações das drogas e via de administração. 

 

Tratamentos Concentração Via de administração 

Salina  0,9%  per os (gavagem) 

Captopril - Inibidor da ECA 30mg/kg/dia per os (gavagem) 

Losartan - Bloqueador do receptor AT1  30mg/kg/dia per os (gavagem) 

DIZE - Ativador da ECA2  1mg/kg/dia per os (gavagem) 

Captopril - Inibidor da ECA + 

 L-NAME - Inibidor da ONS 

 30mg/Kg/dia + 

15mg/kg/dia 

per os (gavagem) 

ECA: enzima conversora de angiotensina; DIZE: aceturato de diminazeno; ECA2: enzima conversora de 

angiotensina 2; L-NAME: Nω-Nitro-L-Arginina metil éster hidrocloreto; ONS: óxido nítrico sintase. 

 

4.4 Avaliação da hiperalgesia 

Utilizou-se o analgesímetro digital INSIGHT
®

 para medir a hiperalgesia nos 

animais. O aparelho registra digitalmente a pressão oferecida pela pata do animal em 

gramas (g) e sua precisão para registrar uma força máxima é no intervalo entre 0,1g - 

150,0g. Os ratos foram colocados individualmente em caixas de acrílico, com medidas de 

12 x 20 x 17cm, sendo que a sua parte inferior é composta de uma malha de arame, não 

maleável, com espaços regulares de 1cm
2
 para proporcionar acesso a pata do animal 

(Figura 9). Espelhos angulados abaixo das caixas de acrílico facilitam a visualização da 

mesma. O transdutor de pressão foi acoplado a uma ponteira de polipropileno para o 

estimulo na pata do animal. Todos os animais passaram por um tempo mínimo de 15 

minutos de aclimatização e posterior a este tempo foram realizadas três medidas. 

Figura 9: Ilustração do procedimento de avaliação da hiperalgesia. 
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A resposta de retirada da pata pelo estímulo da ponteira gera menos pressão no 

transdutor quando comparado com o animal que apresenta maior limiar de resposta, 

indicando dor. Para os animais da padronização, as medidas foram realizadas ao completar 

os tempos de indução (6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 7 dias, 14 dias, 21 

dias e 28 dias). Já nos animais dos grupos de tratamento foram feitas quatro medidas, ou 

seja, basal, após 4, 8 e 12 semanas da indução. Todos os experimentos seguiram as normas 

e princípios éticos estabelecidos para experimentação com animais conscientes 

recomendadas pela International Association for the Sdudy of Pain (Zimmermann, 1983). 

 

4.5 Avaliação de edema 

O edema do joelho foi medido com auxilio de um paquímetro digital (Mitutoyo, 

Suzano, São Paulo, Brasil)
 
(Figura 10). Para medir o diâmetro do joelho, os bicos fixo e 

móvel do paquímetro foram posicionados no sentido medial-lateral do joelho. A medida 

foi realizada em todos os animais CTL e MIA do estudo nos tempos de 6 horas, 12 horas, 

24 horas, 48 horas, 72 horas, 7 dias, 14 dias, 21 dias e 28 dias nos animais da 

padronização. Já nos animais dos grupos de tratamentos, foram feitas quatro medidas, 

basal, após 4, 8 e 12 semanas da indução. 

 

 

4.6 Cinética de migração celular - perfil inflamatório 

Após os tempos de 6 horas, 12 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas, 7 dias, 14 dias, 

21 dias, 28 dias e 12 semanas da indução da OA, os animais foram eutanasiados e foi 

realizado o lavado articular no joelho esquerdo. Primeiramente, foi realizada higienização 

com álcool a 70% do joelho, a pele foi cortada e realizou-se uma incisão no tendão patelar 

com uma lâmina de bisturi. Em seguida, procedeu-se com a lavagem da cavidade articular 

Figura 10: Ilustração do procedimento de avaliação do edema de joelho. 
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do joelho utilizando uma micropipeta monocanal LABMATE
®
. Após três lavagens com 

20L de PBS 3%, o lavado foi acondicionado em eppendorfs de 0,5mL que já continham 

140L de PBS 3%. Os eppendorfs foram centrifugados por 5 minutos a 1200 rpm a 4°C. O 

sobrenadante (± 170 μL) foi retirado, acondicionado em eppendorfs de 0,5mL e 

congelados para posterior dosagem de citocinas. Para ressuspender e homogeneizar o 

pellet, foi adicionado 100μL de BSA 3% (Bovine Serum Albumin) resultando na solução 

de células. Pipetou-se 20μL dessa solução transferindo-a para eppendorfs (0,5mL) com 

180μL da solução de Turck. Desta segunda solução foram pipetados 10μL e aplicado à 

câmara de Neubauer para realização da contagem total das células. O valor obtido foi 

multiplicado por 10
4
 e expresso em leucócitos x 10

5
/cavidade. O restante da solução de 

células foi pipetado em suportes do citospin no qual foi adicionado mais 90μL de BSA 3% 

e colocado em lâminas histológicas. A preparação foi centrifugada por 5minutos a 450rpm. 

Após secagem natural das lâminas, procedeu-se com o método de coloração May-

Grunwald-Giemsa. As lâminas foram usadas para fazer a contagem diferencial dos 

leucócitos em microscópio óptico utilizando-se uma objetiva de 100x. Posteriormente, 

foram contadas 100 células por lâmina, diferenciando-as em 3 tipos celulares, ou seja, 

macrófagos, neutrófilos e linfócitos. O número obtido de cada tipo celular foi utilizado 

para calcular a percentagem do tipo celular em relação à quantidade de células obtida na 

contagem total. Os resultados foram expressos como unidades relativas de 

macrófagos/neutrófilos/linfócitos. 

 

4.7 Quantificação de citocinas 

O ensaio imunoenzimático (ELISA) foi realizado a partir do lavado articular para 

avaliação das concentrações de IL-10 e IL-6 nos animais da padronização e de IL-1β, 

TNF-α e IL-10 nos animais tratados. 

Os kits foram preparados de acordo com as instruções do fabricante. No primeiro 

dia, a placa de ELISA foi sensibilizada com 100L de anticorpo de captura por poço na 

concentração de 5,6g/mL diluído em solução salina tamponada com fosfato (PBS) estéril. 

A placa foi vedada e incubada a 4ºC overnight. No segundo dia, a placa foi lavada quatro 

vezes utilizando solução de lavagem constituída de PBS com 0,05% de Tween 20 (Sigma, 

St. Louis, MO, USA) no lavador automático de placas de ELISA (ELx50 Auto Strip 

Washer). Posteriormente, foram adicionados 300L por poço da solução de bloqueio BSA 

a 1% em PBS e incubada em temperatura ambiente por uma hora sob agitação constante no 
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agitador automático de placas de ELISA (Titer Plate Shaker, Lab. Line Instruments, INC). 

A placa foi novamente lavada quatro vezes com solução de lavagem. Em seguida, foram 

adicionados em duplicata 100L das amostras, dos padrões e do branco (solução diluente 

das amostras, BSA 0,1%) e, após vedamento da placa, ela foi novamente incubada a 4ºC 

overnight. No terceiro dia, a placa foi lavada quatro vezes com solução de lavagem e foram 

adicionados 100L por poço do anticorpo de detecção biotinilado na concentração de 

5,6g/mL diluído em BSA 1%. Em seguida, a placa foi incubada em temperatura ambiente 

por duas horas sob agitação constante. Após este período, a placa passou pelo processo de 

lavagem quatro vezes, sendo então, adicionados 100L por poço de solução estreptavidina 

conjugada a peroxidase e mantida em temperatura ambiente por 30 minutos no agitador de 

placas. A placa foi novamente lavada e foram adicionados 100L por poço da solução 

cromógeno/substrato contendo 4mg/mL de solução substrato OPD (o-fenilenodiamina 

dihidroclorido) (Sigma, St. Louis, MO, USA) em 10mL de tampão citrato e 2L de H2O2 

(peróxido de hidrogênio) por 15 a 20 minutos e abrigado da luz. A reação foi interrompida 

com a adição de 50L por poço da solução stop (1M de H2SO4). A leitura da placa de 

ELISA foi realizada em espectofotômetro com filtro de referência de 492 nm (Spectra Max 

250, Molecular Devices, Minneapolis, MN, USA), sendo determinadas as concentrações 

dos marcadores a partir da curva-padrão através do programa Soft Max Pro versão 3.1.1 

(Molecular Devices, Minneapolis, MN, USA). Os resultados foram expressos em pg/mL.  

 

4.8 Mensuração da pressão arterial média 

Os animais dos grupos de tratamento tiveram a pressão arterial média (PAM) 

aferida pela pletismografia de cauda através do pletismógrafo RTBP 2000 (Kent-Scientific, 

Litchfield, USA). Foram realizadas quatro aferições, ou seja, basal, após 4, 8 e 12 semanas 

da indução. O programa Windaq Acquisition 1.58 foi utilizado para registro e análise dos 

dados. 

 

4.9 Avaliação das alterações histopatológicas 

Após o sacrifício por injeção intramuscular de 300mg/kg de Ketamina e 45mg/kg 

de xilazina, os tecidos moles e a patela da perna esquerda foram removidos cirurgicamente 

e a articulação tíbio-femoral foi seccionada, sendo os cortes realizados ± 2cm acima e 

abaixo da linha média do joelho. As peças permaneceram três dias em solução de 
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formalina neutra tamponada a 10%. Em seguida, elas foram lavadas com água deionizada e 

colocadas em solução de EDTA (ácido etilenodiamino tetra-acético) a 10% para 

descalcificação. Quando já em descalcificação adiantada, as peças foram cortadas em duas 

metades, aproximadamente iguais, seguindo a orientação do plano sagital ou ao longo dos 

ligamentos cruzado anterior e cruzado posterior do joelho, formando, assim, uma metade 

látero-lateral e outra látero-medial. Essas metades permaneceram mais uma semana na 

solução descalcificadora para finalização do processo. As peças dos animais da 

padronização permaneceram 3-4 semanas na solução de EDTA e as peças dos animais de 

tratamento 5-6 semanas.  

Na sequência do preparo histológico, realizou-se a inclusão em parafina das peças. 

Após serem retiradas da solução de EDTA, as peças foram lavadas com água deionizada e 

passaram por um processo de desidratação gradual em etanol (2 x 70%, 2 x 80%, 90%, 

95%, 3 x 100% - 30 minutos cada banho). Na sequência, elas foram diafanizadas em xilol 

(3 x 20 minutos), impregnadas em parafina (3 x 40 minutos) e incluídas em parafina com o 

plano do corte para baixo. 

Utilizando o micrótomo Leica RM2255, cada bloco de parafina foi cortado no 

plano sagital gerando três secções de 6μm de cada metade. Todas as lâminas utilizadas 

passaram previamente pelo processo de silanização, para melhor aderência dos cortes. As 

secções histológicas seguiram para a remoção inicial da parafina e fixação em placa de 

aquecimento onde, após atingir 58ºC, esperava-se 5 minutos e desligava-se a placa para o 

resfriamento gradual das secções. Para a análise histopatológica da cartilagem, as lâminas 

foram coradas com azul de Toluidina e tricrômico de Gomori. 

 

4.9.3 Reação imunohistoquímica 

A imunohistoquímica foi utilizada para avaliar a expressão de IL-10 e TNF-α nos 

animais tratados. A preparação inicial das secções foi idêntica a da análise histopatológica. 

No primeiro dia, as lâminas histológicas foram desparafinizadas em xilol (2 x xilol I - 30 

minutos e xilol II - 15 minutos). Na sequência, os tecidos foram hidratados em soluções de 

etanol em concentrações decrescentes (100%, 90%, 80%, 70% e 50%) e foi finalizada com 

banho em água deionizada por 5 minutos. O material seguiu para a recuperação antigênica 

em solução de tampão citrato 0,1 M (300mL) na panela de pressão por 20 minutos a 82 ºC. 

As lâminas permaneceram no tampão citrato por mais 20 minutos para seu resfriamento e, 

ao término, 5 banhos em água deionizada foram realizados. Procedeu-se com o bloqueio da 
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peroxidase endógena com H2O2 a 10% em metanol por 30 minutos. As lâminas foram 

lavadas com PBS (3 X 5 minutos). Na continuação, realizou-se o bloqueio de ligações 

inespecíficas com BSA 2% Tween 20 0,1% por 1 hora em câmara úmida. Finalizando o 

primeiro dia, foi feita a incubação das lâminas com anticorpo primário diluídos em 0,1% 

PBS overnight a 4 ºC. As diluições e concentrações adotadas foram, respectivamente, de 

1:25 e 0,44μg/mL para o rat anti-TNF-alpha (R&D Systems) e 1:50 e 0,50μg/mL para o 

anti-rIL-10 (R & D Systems). No segundo dia, foi realizada uma lavagem rápida dos cortes 

com PBS puro com piceta e lavagem em soluções de PBS (3 X 5 minutos). Em seguida, 

realizou a incubação com o anticorpo secundário conjugado com biotina. Este 

procedimento foi realizado inclusive no corte do controle negativo que não recebeu 

anticorpo primário. As lâminas foram incubadas por 1 hora em câmara úmida em 

temperatura ambiente. Logo após, realizou-se a lavagem rápida dos cortes com PBS puro 

com piceta e lavagem em soluções de PBS (3 X 5 minutos) e seguiu-se com a amplificação 

do sinal utilizando a streptavidina-biotina-peroxidase do kit LSAB/DAKO durante 1 hora 

em câmara úmida. Os cortes foram lavados com PBS puro e passaram por lavagem em 

soluções de PBS (3 X 5 minutos). Procedeu-se, então, com a revelação, ou seja, o material 

foi colocado em uma solução contendo DAB chromogen 0,025% em PBS e H2O2. Essa 

etapa foi finalizada em água corrente por 5 minutos. Foi realizada a contra-coloração com 

hematoxilina de Harris (6 segundos), lavagem em água corrente por 5 minutos e hidratação 

em concentrações crescentes de etanol (70%, 90%, 2 x 100% - as duas primeiras diluições 

por 5 minutos cada e quando em etanol absoluto 10 minutos cada banho). O material 

seguiu para diafanização (2 x xilol I - 15 minutos e xilol II - 10 minutos). Ao fim foi feita 

montagem das lâminas com Entellan. 

 

4.9.4 Avaliação morfométrica 

Para digitalização das imagens utilizou-se a microcâmera (Q-Color3,Olympus Latin 

America Inc.) acoplada ao Microscópio (BX53, Olympus Latin America Inc.). Os 

parâmetros morfométricos foram analisados apenas na cartilagem tibial devido à 

inviabilidade de digitalizar imagens do fêmur, pois apresenta área de superfície mais 

extensa. Para avaliação do infiltrado celular, em cada animal foi feita varredura de toda 

superfície da tíbia, entre a cartilagem e o osso subcondral, sendo obtidas 20 imagens por 

animal, digitalizadas através da objetiva de 40x. O infiltrado também foi analisado na 

sinóvia, mas neste tecido foram capturada 5 imagens por animal. Para as demais analises 
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foi realizada varredura linear na superfície tibial, sendo digitalizadas entre 5-8 imagens por 

animal, através da objetiva de 20x. Posteriormente, utilizou-se o software KS300 (Carl 

Zeiss, Oberkochen, Germany) para análise morfométrica das imagens, ou seja, 

quantificação das áreas de tecido de granulação, cartilagem hialina e fibrocartilagem, de 

erosão, número total de núcleos presentes no tecido de granulação e sinóvia, mensuração 

das regiões com alterações histopatológicas (irregularidade ou descontinuidade da 

superfície articular; alterações na celularidade, como apoptose e formação de clusters; e 

alterações no tamanho e forma dos condrócitos) e quantificação da marcação imuno-

histoquímica e da perda de proteoglicanos através do cálculo de densidade óptica (DO) 

expresso na unidade Grey. O cálculo de DO foi baseado em uma função algorítmica (-

LOG I/I0). Assim, os valores de DO próximos de zero corresponderam a uma intensa 

marcação pelo azul de toluidina (Costa et al, 2010).  

 

4.10 Análise estatística 

Os resultados foram expressos como média ± erro padrão da média de 3-4 animais 

na padronização do modelo de OA e de 6-7 animais nos grupos de tratamento. Utilizou-se 

a análise de variância pelo one-way ANOVA sendo que nos dados com distribuição não 

paramétrica aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis e nos dados de distribuição normal o pós-

teste de Newman-Keuls. Para as análises que envolviam duas variáveis foi utilizado o two-

way ANOVA e o pós-teste de Bonferroni. O nível de significância considerado para todos 

os testes foi de p<0,05. Todas as análises foram realizadas com o auxílio o software 

GraphPad Prism 5. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Padronização do modelo de OA - Parâmetros inflamatórios 

A hiperalgesia foi significativamente maior nos animais induzidos em todos os 

tempos de medição (6h - 28 dias) (Figura 11), indicando que a injeção de 2mg de MIA 

produz e mantém a alteração na percepção álgica nos animais. O edema articular foi 

observado nos animais induzidos nos tempos de 12 e 24 horas, de forma significativa, em 

relação ao controle (Figura 12). 

A cinética de migração celular no modelo de OA induzida por MIA evidenciou que 

o pico de leucócitos ocorre no tempo de 72h, sendo o macrófago a principal célula 

responsável por esse pico (Figura 13A). A diferença significativa dos macrófagos é 

mantida até a medida do no tempo de 28 dias, mas na medida de 21 dias não houve 

significância estatística (Figura 13C). Os linfócitos foram evidenciados a partir do tempo 

de 24 horas, porém com valores bem baixos, não sendo verificada diferença estatística dos 

animais induzidos em relação aos animais controles (dados não apresentados). Já os 

neutrófilos tiveram o pico no tempo de 24h (Figura 13B). Neste tempo também houve um 

aumento significativo no nível de IL-10 (Figura 14A), sugerindo, assim, ser esta uma 

resposta contra-regulatória do animal para a estimulação flogogênica realizada. Ainda 

nessa figura é possível observar que no tempo de 7 dias não foi detectado a IL-10 nos 

animais MIA. Finalizando esta parte da padronização do modelo, na Figura 14B pode-se 

observar que os animais tiveram um pico de IL-6 no tempo de 12 horas. Este dado sugere 

que esta citocina influenciou na formação do edema nos joelhos dos ratos induzidos com 

MIA. 
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Figura 11: Hiperalgesia em ratos pós-indução da OA. Animais induzidos com monoiodoacetato de sódio 

(MIA) e controles (CTL). Os valores são apresentados como média e SEM (n = 3 - 4 animais por grupo).  *p 

< 0,05 vs. controle em todos os tempos de medição. 
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Figura 12: Diâmetro do joelho de ratos pós-indução da OA. Animais induzidos com monoiodoacetato de 

sódio (MIA) e controles (CTL). Os valores são apresentados como média e SEM (n = 3 - 4 animais por 

grupo).  *p < 0,05 vs. controle.  
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Figura 13: Cinética de migração celular pós-indução da OA. Leucócitos totais (A), neutrófilos (B) e 

macrófagos (C) em Ratos com OA induzida com monoiodoacetato de sódio (MIA) e em ratos controle 

(CTL). Os valores são apresentados como média e SEM (n = 3 - 4 animais por grupo). Em (A) *p < 0,05 vs. 

controle no tempo de 72 horas, 7, 14, 21 e 28 dias (B) *p < 0,05 vs. controle apenas no tempo de 24 horas e 

(C) *p < 0,05 vs. controle apenas para os tempos 72 horas, 7, 14 e 28 dias. 
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Figura 14: Níveis de IL-10 (A) e IL-6 (B), determinados a partir do lavado articular, pós-indução da OA. Os 

valores são apresentados como média e SEM (n = 3 -4 animais por grupo). Em (A) *p < 0,05 vs. controle no 

tempo de 24 horas e de 7 dias e em (B) *p < 0,05 vs. controle no tempo de 12 horas. 

 

5.2 Padronização do modelo de OA – Parâmetros histopatológicos 

A progressão da perda dos proteoglicanos está evidenciada na Figura 15. Ela 

mostra que esta perda se inicia a partir do 7º dia, sendo que é a partir do 14º dia que ela se 

torna significativa, ficando ainda maior nos dias 21 e 28 pós-indução. As imagens 
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histológicas (Figura 16) ilustram este processo de perda dos proteoglicanos ao longo do 

tempo. 

Apesar da perda de proteoglicanos iniciar ao 7º dia de indução as alterações na 

morfologia da cartilagem só são evidentes no 14º dia após a indução da OA, no qual é 

observada formação inicial de clusters, atrofia de condrócitos e desorientação dos condrons 

(Figuras 17A e B).  Com 21 dias de indução é visto lacunas vazias, pinocitose de 

condrócitos e núcleos fragmentados, além de hipocelularidade e fibrilação 

(descontinuidade da matriz cartilaginosa na zona superficial) (Figuras 17C e D). No 28º dia 

após a indução as alterações dos tempos anteriores encontrarem-se mais pronunciadas 

(morte celular é mais profusa), sendo acrescida escavação da matriz cartilaginosa, em áreas 

focais (Figuras 17E e F).  

A avaliação do tecido de granulação entre o osso subcondral e a cartilagem (Figura 

18A) mostrou que a alteração na celularidade inicia-se com 72 horas, mas só no tempo de 

21 dias que aparece diferença estatística, que se torna ainda mais expressiva no tempo de 

28 dias (Figura 19A). Apesar de ser observado que a perda de proteoglicanos também é 

mais intensa nesses dois últimos tempos (Figura 15) e que as alterações osteoartríticas são 

mais pronunciadas na região de infiltrado (Figura 20), não foi verificado correlação 

significativa da evolução do infiltrado inflamatório no osso e cartilagem com a perda de 

proteoglicanos. A análise de área do infiltrado teve resultado similar à avaliação do número 

de núcleos nos tecidos (Figura 19B). Já quanto ao tecido sinovial (Figura 18B) houve 

aumento significativo do infiltrado inflamatório no tempo de 72 horas (Figura 19C). 

Mesmo tempo em que ocorreu o pico de leucócitos no lavado articular (Figura 13A), 

indicando que migraram a partir do tecido sinovial para a cavidade articular. O número de 

células na sinóvia volta aumentar, significativamente, no tempo de 28 dias. Na avaliação 

da área na sinóvia houve significância a partir do tempo de 14 dias, sendo mais expressiva 

no tempo de 28 dias (Figura 19D). 
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Figura 15: Progressão da perda de proteoglicanos na cartilagem hialina pós-indução da OA. Animais 

induzidos com monoiodoacetato de sódio (MIA) e controles (CTL). Os valores são apresentados como média 

e SEM (n = 3 -4 animais por grupo). *p < 0,05 vs. controle nos tempos de 14, 21 e 28 dias. 
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Figura 16: Fotomicrografias representativas de cartilagem hialina coradas com azul de Toluidina. 

A marcação em azul indica a presença de proteoglicanos e a menor marcação indica perda, o que 

pode ser observada a partir do 7º dia pós-indução da OA nos animais MIA. Barra: 100m. 
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Figura 17: Fotomicrografias representativas das alterações histopatológica nos animais MIA até 28 dias.  

Na figura A (7D) observa-se arquitetura normal da matriz cartilaginosa. Na B (14D) nota-se a formação de 

cluster e desorientação dos condrons. Na C (21D) setas indicam lacuna vazia e pinocitose; na D (21D) as 

setas indicam fibrilação e morte celular, além disso, há hipocelularidade. Por último, nas figuras E (28D), 

barra indica região de escavação na matriz cartilaginosa, abaixo da barra é observado infiltrado 

inflamatório; e na F (28D) morte de condrócito e redução da celularidade. Barra: 100m. 
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Osso subcondral / Cartilagem
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 Figura 19: Infiltrado celular pós-indução da OA com MIA. Em (A) Infiltrado celular no osso subcondral, *p 

< 0,05 nos tempos (21d vs. 24h) e (28 vs. 24h, 48h, 72h, 7d, 14d e 21d). Em (B) área de infiltrado celular no 

osso subcondral, *p < 0,05 nos tempos (21d vs. 24h, 48h, 72h e 7d) e (28 vs. 24h, 48h, 72h, 7d, 14d e 21d). 

Em (C) Infiltrado celular na sinóvia, *p < 0,05 tempos de (72 vs. 24h) e (28d vs. 24h). Em (D) Área de 

infiltrado na sinóvia, *p < 0,05 nos tempos (14d vs. 24h); (21d vs. 24h) e (28 vs. 24h, 48h, 72h, 7d, 14d e 

21d). Os valores são apresentados como média e SEM (n = 3 - 4 animais por grupo). *p < 0,05 vs. controle 

nos tempos de 14, 21 e 28 dias. 

 

 

Figura 18: Fotomicrografia representando as áreas de análise do infiltrado celular. Em A análise de 

infiltrado (A2) entre a cartilagem hialina (A1) e o osso subcondral (A3). E em B tecido sinovial com 

infiltrado celular. Barra: 100m. 
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5.3 Pressão arterial média durante os diversos tratamentos 

A PAM reduziu significativamente na 4ª semana após o início dos tratamentos (8ª 

semana pós-indução) nos animais MIA+salina e MIA+Captopril, ou seja, nesse tempo de 8 

A 
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3 

A3 A2 A1 

Figura 20: Fotomicrografias representando diferenças nas alterações osteoartríticas em região com 

infiltrado inflamatório. As fotos são da superfície da tíbia de um animal MIA, no 14º dia após indução. 

Pode-se observar diferença entre A1 e A3 em relação ao nível de proteoglicanos (marcação em azul), a 

celularidade (seta apontando condrócito na lacuna em A1 e lacuna vazia em A3), e a não visualização da 

“tide mark” entre a cartilagem calcificada e a cartilagem não calcificada. Em A2, região subjacente a 

A3, observa-se uma região de infiltrado celular. Barras: 100m. 
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semanas houve redução significativa na PAM nos animais induzidos (MIA) tratados ou 

não com Captopril. O L-NAME bloqueou o efeito do Captopril nos animais 

MIA+Captopril, mas não nos animais MIA+salina (Figura 21A). Os resultados do 

tratamento com DIZE foram similares ao tratamento com o Captopril, ou seja, na 8ª 

semana houve uma redução significativa na PAM nos animais induzidos (MIA) tratados ou 

não com o DIZE (Figura 21B). Por último, o tratamento com Losartan levou a uma 

diminuição na PAM nos animais controles na 8ª semana e nos animais MIA na 12ª semana 

(Figura 21C).   
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Figura 21: Pressão arterial média (PAM) durante 8 semanas de tratamento com drogas moduladoras do 

SRA. Os valores são apresentados como média ± SEM (n = 7 animais por grupo). Em (A) no tempo de 8 

semanas *p < 0,05 (MIA/SAL vs. CTL/SAL); 
$
p < 0,05 (MIA/CAP vs. CTL/SAL); 4 e 8 semanas 

#
p < 0,05 

(MIA/SAL vs MIA/CAP+LNAME). Em (B) no tempo de 8 semanas *p < 0,05 (MIA/SAL vs. CTL/SAL); 
$
p 

< 0,05 (MIA/DIZE vs. CTL/SAL). Em (C) no tempo de 8 semanas 
+
p < 0,05 (CTL/LOS vs. CTL/SAL), *p < 

0,05 (MIA/SAL vs CTL/SAL); no tempo de 12 semanas *p < 0,05 (MIA/LOS vs CTL/LOS),  
#
p < 0,05 

(MIA/LOS vs MIA/SAL). 
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5.4 Efeitos dos tratamentos no processo inflamatório 

Os tratamentos nos animais MIA não alteraram a percepção dolorosa, de forma 

significativa. Houve apenas uma redução, não significativa, no limiar de retirada da pata 

dos animais controle tratado com Captopril (Figura 22). 
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Figura 22: Hiperalgesia após 8 semanas de tratamentos. Tratamentos: salina (SAL), aceturato de diminazeno 

(DIZE), Losartan (LOS), Captopril (CAP), Captopril mais L-NAME (CAP+LN). Animais induzidos com 

monoiodoacetato de sódio (MIA) e controles. Os valores são apresentados como média ± SEM (n = 7 

animais por grupo). *p < 0,05 grupos MIA vs. seu respectivo controle. 

 

O diâmetro médio-lateral do joelho, medida usada para avaliação de edema no joelho, 

não apresentou diferença significativa na comparação entre os grupos após o período de 12 

semanas de indução e 8 semanas de tratamento (Figura 23). 
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Figura 23: Diâmetro do joelho após 8 semanas de tratamentos. Tratamentos: salina (SAL), aceturato de 

diminazeno (DIZE), Losartan (LOS), Captopril (CAP), Captopril mais L-NAME (CAP+LN). Animais 

induzidos com monoiodoacetato de sódio (MIA) e controles. Os valores são apresentados como média ± 

SEM (n = 7 animais por grupo). Não há diferença estatística na comparação entre os grupos. 

 

O tratamento dos animais MIA com Captopril ou Losartan foi capaz de reduzir a 

população de leucócitos totais e macrófagos, de forma significativa, em relação aos 

controles (Figuras 24A e B). E este efeito do Captopril foi, parcialmente, bloqueado pelo 

L-NAME (Figuras 24A e B). Já o tratamento com DIZE não alterou o perfil inflamatório, 

quanto à avaliação da contagem total de leucócitos e macrófagos, mas levou a um aumento 

na população de neutrófilos (Figuras 24A, B e C). Nenhum tratamento alterou 

significativamente a população de linfócitos na cavidade articular (Figura 24D).  
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Figura 24: Perfil Inflamatório após 8 semanas de tratamentos. Tratamentos: salina (SAL), aceturato de 

diminazeno (DIZE), Losartan (LOS), Captopril (CAP), Captopril e L-NAME (CAP+LN). Induzidos com 

monoiodoacetato de sódio (MIA). Os valores são apresentados em média ± SEM (n = 7 animais por grupo). 

Em (A), contagem total, em (B, C e D) contagem diferencial, expressa como unidades relativas, *p < 0,05 

grupos MIA vs. seu respectivo controle e #p < 0,05 vs. MIA/SAL. 

 

 

A quantificação das citocinas pelo ensaio de ELISA nos animais dos tratamentos 

não funcionou muito bem. Na leitura do ensaio de IL-10 os valores apresentaram-se bem 

oscilantes, alguns muito altos, outros muito baixos. Ambos os ensaios de TNFα e de IL-1β 

produziram valores muito baixos e similares entre os animais induzidos e controles. No 

Tabela 2 estão evidenciadas os valores de média ± SEM dos ensaios imunoenzimático para 

cada um dos grupos de tratamento quanto à citocinas avaliadas. Os valores obtidos no 

ensaio mostra diferença significativa apenas para IL-10 na comparação entre os induzidos 

e os controles, estando IL-10 reduzida nos animais MIA. 
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Citocinas Tratamentos Controle (média ± SEM) MIA (média ± SEM) 

IL-10 Salina 290,4 ± 25,44 15,86* ± 15,86 

DIZE 156,6 ± 36,38 36,31* ± 15,13 

Captopril 142,6 ± 39,28 42,68* ± 27,95 

IL-1β Salina 0,30 ± 0,01 0,27 ± 0,03 

DIZE 0,29 ± 0,01 0,24 ± 0,01 

Captopril 0,26 ± 0,02  0,25 ± 0,01 

TNFα Salina 0,22 ± 0,01 0,22 ± 0,01 

DIZE 0,22 ± 0, 01 0,20 ± 0,01 

Captopril 0,21 ± 0,01 0,20 ± 0,0 

Tabela 2: Níveis de IL-10, IL-1β e TNFα determinados a partir do lavado articular usando o ELISA. 

*p < 0,05 na comparação entre controle e induzido. MIA: monoiodoacetato de sódio. 

 

Na Figura 25, é exposto fotomicrografias da reação imunohistoquímica para IL-10 

na cartilagem e osso subcondral. Pode-se observar na imagem CTL/SAL marcação foi 

positiva, principalmente, nas zonas superficial e intermediária da cartilagem, e também nos 

osteócitos do osso subcondral. Na imagem MIA/SAL está reduzida a intensidade de 

marcação e a área com marcação, essa devido a uma parte da cartilagem está desprovida de 

condrócitos. Na imagem CTL/DIZE observa-se redução da intensidade de marcação e 

menos células positivas. E na MIA/DIZE redução da intensidade de marcação. Já na 

CTL/CAP observa-se aumento da intensidade de marcação de área marcada. E no 

MIA/CAP menor área marcada. 

Na Figura 26, é exposto fotomicrografias da reação imunohistoquímica para TNF-α 

na cartilagem e osso subcondral. O padrão de expressão nos grupos foi similar ao anterior 

apresentado. Porém, houve redução na intensidade de marcação, comparado com as 

fotomicrografias da reação para IL-10, que esta bem evidente no grupo MIA/DIZE. 

As Figuras 27 e 28 apresentam fotomicrografias da reação imunohistoquímica para 

IL-10 e TNF-α, respectivamente, no tecido sinovial. Na figura 27, CTL/SAL, a marcação 

no tecido sinovial foi bem forte na região revestimento sinovial (intima), indicado com 

uma seta, já no substrato de tecido conjuntivo (a subintima) a marcação foi menos intensa, 
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indicado com uma barra. Em MIA/SAL, apesar do espessamento do revestimento sinovial, 

observa-se intensidade de marcação reduzida nesse. Nas imagens CTL e MIA/DIZE pode-

se notar intensidade mais fraca da marcação imunohistoquímica, em relação aos grupos 

SAL. Por último, as imagens CTL e MIA/CAP também parecem ter uma marcação um 

pouco mais fraca em relação aos grupos salina. Na Figura 28, observa-se, que o padrão de 

expressão no revestimento sinovial para os grupos CTL/SAL e MIA/SAL foi o oposto do 

descrito para IL-10 na Figura 27, pois há aumento da expressão na fotomicrografia do 

animal MIA em relação ao CTL. Os demais grupos tiveram padrão de expressão do TNF-α 

similar ao apresentado em IL-10. 

A Figura 29 mostra a quantificação dos ensaios realizados quanto à área marcada e 

intensidade de marcação. A análise morfométrica da imunohistoquímica para IL-10 

demonstrou que o tratamento do controle com Captopril resultou em um aumento da área 

marcada (Figura 29A). A porcentagem da área positiva para esta citocina estava inalterada 

tanto nos animais OA não tratados quanto naqueles tratados com Captopril ou DIZE 

(Figura 29A). Nenhuma alteração significativa foi observada na área marcada com TNF-α 

nos diferentes grupos (Figura 29E). Já em relação à intensidade da marcação, o tratamento 

com DIZE reduziu a intensidade de marcação da IL-10 e TNF-α nos animais MIA, quando 

foi realizada a análise do tecido cartilaginoso (Figuras 20B e 20F). Este resultado com o 

DIZE foi similar quando se considerou uma análise abrangendo, além da cartilagem e o 

osso subcondral (Figuras 29C e 29G). Quanto ao tecido sinovial não foi verificada variação 

significativa para IL-10 e TNF-α, a não preservação histológica da sinóvia em dois grupos 

controle prejudicou a análise (Figuras 29D e 29H). O tratamento com Captopril não 

promoveu alteração significativa no parâmetro de intensidade de marcação. 
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Figura 25: Fotomicrografias representativas da cartilagem e osso subcondral em preparação de 

imunohistoquímica para IL-10. Tratamentos: salina (SAL), aceturato de diminazeno (DIZE), Captopril 

(CAP). Induzidos com monoiodoacetato de sódio (MIA) e controles (CTL). Barra: 100m. 

CTL/SAL 

CTL/DIZE MIA/DIZE 

CTL/CAP 

IL-10 - Cartilagem e osso subcondral 

MIA/SAL 

MIA/CAP 



RESULTADOS 

62 

 

 

 

 

Figura 26: Fotomicrografias representativas da cartilagem e osso subcondral em preparação de 

imunohistoquímica para TNF-α. Tratamentos: salina (SAL), aceturato de diminazeno (DIZE), Captopril 

(CAP). Induzidos com monoiodoacetato de sódio (MIA) e controles (CTL). Barra: 100m. 
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Figura 27: Fotomicrografias representativas da sinóvia em preparação de imunohistoquímica para IL-10. 

Tratamentos: salina (SAL), aceturato de diminazeno (DIZE), Captopril (CAP). Induzidos com 

monoiodoacetato de sódio (MIA) e controles (CTL). Barra: 100m. 
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Figura 28: Fotomicrografias representativas da sinóvia em preparação de imunohistoquímica para TNF-α. 

Tratamentos: salina (SAL), aceturato de diminazeno (DIZE), Captopril (CAP). Induzidos com 

monoiodoacetato de sódio (MIA) e controles (CTL). Barra: 100m. 
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Figura 29: Avaliação da percentagem de área marcada (A e E) e da intensidade de marcação (B, C, D, F, G e 

H) de IL-10 e TNF-α após 8 semanas de tratamentos. Tratamentos: salina (SAL), aceturato de diminazeno 

(DIZE), Captopril (CAP). Induzidos com monoiodoacetato de sódio (MIA). Os valores são apresentados em 

média ± SEM (n = 6 animais por grupo). 
+
p<0,05  vs CTL/SAL; *p<0,05 vs CTL/CAP e  

#
p<0,05 vs 

MIA/SAL. Em D e H o n é igual a 3 para os grupos CTL/SAL e CTL/DIZE. 

 

5.5 Histopatologia pós-tratamentos  

A área de cartilagem hialina sobre a tíbia foi avaliada morfometricamente e, como 

pode ser notado na Figura 30, todos os grupos MIA tiveram redução na área de cartilagem 

articular, de forma significativa, em relação a seu respectivo grupo controle. Mas, parece 

haver uma pequena recuperação dos animais MIA, tratados com Captopril, em relação aos 

tratados com salina. Entretanto, não houve diferença estatística significativa nessa 

comparação. 
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Figura 30: Área de tecido cartilaginoso hialino sobre tíbia pós-tratamentos. Comparação entre grupos após 8 

semanas  de tratamentos: salina (SAL), aceturato de diminazeno (DIZE), Losartan (LOS), Captopril (CAP), 

Captopril e L-NAME (CAP+LN). Induzidos com monoiodoacetato de sódio (MIA). Os valores são 

apresentados em média ± SEM (n = 7 animais por grupo). *p<0,05 grupos MIA vs. seu respectivo controle. 

 

As alterações osteoartríticas após 12 semanas de indução foram variáveis, como 

pode ser observado na Figura 31. A erosão ocorreu em diversos níveis, como pode ser 

observado na Figura 31 B, C, D e E. O comprimento das regiões com erosão por 

desnudamento foi avaliado. Houve muita variação dentro de cada grupo experimental 

quanto ao desenvolvimento desta alteração. Contudo, pode-se perceber que os animais 

MIA tratados com Captopril tiveram uma tendência menor para desenvolver erosão, por 
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desnudamento, em relação aos tratados com salina ou DIZE (Figura 32). Tentativas de 

reparação tecidual também foram observadas (Figuras 31G e H) O desenvolvimento de 

tecido fibrocartilaginoso foi avaliado, mas assim como a erosão não houve homogeneidade 

dentro dos grupos. Enquanto alguns animais produziram muito tecido de substituição 

outros não produziram nada. Como consequência, a variabilidade foi grande o que impediu 

o aparecimento de alguma diferença entre os grupos. A média e SEM dos animais 

induzidos foram: MIA/SAL (4,70 ± 3,03cm
2
 x 10

3
), MIA/DIZE (5,46 ± 2,51 cm

2
 x 10

3
) e 

MIA/CAP (3,67 ± 2,46 cm
2
 x 10

3
). Além das alterações exibidas Figura 31 também foi 

visto fissuras verticais superficiais e profundas, desorientação de condrons e 

remodelamento do osso subcondral. 
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Figura 31: Alterações histopatológicas na cartilagem após 12 semanas de indução da OA. (A) cartilagem 

animal CTL e (B-H) cartilagem animais MIA. Em (A) observa-se que a arquitetura do tecido cartilaginoso 
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hialino está preservada. Em (B) a seta aponta uma região de erosão na cartilagem, pelo processo de 

delaminação, além disso, ausência de condrócitos na cartilagem acima da “Tide mark”. Em (C) setas 

apontam regiões de erosão na cartilagem, pelo processo de escavação. Em (D) seta aponta região de erosão 

por desnudamento no nível da cartilagem calcificada. Em (E) também está representada uma região de erosão 

por desnudamento, mas ao nível do osso subcondral, seta aponta microfratura óssea. Em (F) seta aponta cisto 

no osso subcondral. As Fotomicrografias (G) e (H) representam tentativa de recuperação do tecido, em (G) 

seta aponta deposição de tecido fibrocartilaginoso sobre a superfície tibial e (H) observa-se um aglomerado 

de clusters, seta apontando um cluster. Barra: 100m. 
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Figura 32: Extensão da erosão da cartilagem hialina sobre a tíbia após 8 semanas de tratamentos. Salina 

(SAL), aceturato de diminazeno (DIZE) e Captopril (CAP). Animais induzidos com monoiodoacetato de 

sódio (MIA) e controles. Os valores são apresentados como média ± SEM. (n = 7 animais por grupo) Não 

houve diferença estatística entre os grupos. 

 

Na figura 33A observa-se que todos os grupos MIA apresentaram maiores valores 

de densidade óptica (expressa em Grey), indicando perda de proteoglicanos nos animais 

induzidos em relação a seus controles. Os tratamentos com Captopril ou DIZE não 

alteraram de forma significativa a produção de proteoglicanos. Para avaliar se a perda de 

proteoglicanos após 4 semanas de indução era diferente daquela observada após 12 

semanas, os grupos controle e induzido foram comparados nestes tempos. Observa-se na 

Figura 33B uma discreta diminuição de proteoglicanos no tempo de 12 semanas nos 

animais controles e um aumento nos animais induzidos, porém tais variações não foram 

significativas. 
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Figura 33: Presença de proteoglicanos evidenciada pela marcação com azul de Toluidina. (A) Comparação 

entre os grupos após 8 semanas dos tratamentos. Salina (SAL), aceturato de diminazeno (DIZE) e Captopril 

(CAP). Animais induzidos com monoiodoacetato de sódio (MIA) e controles. (B) Comparação da perda de 

proteoglicanos entre as semanas 4 e 12. Os valores são expressos como média ± SEM [n = 7 animais por 

grupo em (A) e n = 4 e 7 animais para 4 e 12 semanas, respectivamente, em (B)]. *p<0,05 vs. o seu 

respectivo controle. 

 

Mesmo em um estágio avançado de OA, o processo de calcificação da cartilagem 

não foi uma alteração comum, entretanto ele foi eventualmente observado. A proliferação 

de vasos junto ao tecido cartilaginoso e sua substituição por tecido ósseo pode ser 

observada na Figura 34. 
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Figura 34: Cartilagem hialina articular em processo de calcificação. Animal MIA/SAL após 12 semanas 

de indução.   Setas indicam vasos sanguíneos. Coloração em Tricrômico de Gomori. Barra: 100m. 
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6 DISCUSSÃO 

 

A escolha de terapêuticas para pacientes idosos é muito complexa, principalmente, 

por ser comum a presença de comorbidades nessa etapa da vida do indivíduo (Singh et al, 

2002; White, 2009). O tratamento para uma determinada doença pode alterar o curso 

patofisiológico de outra. Logo, o estudo da interferência de terapêuticas em doenças 

altamente prevalentes em idosos, como a HAS e a OA, é de grande importância (Collerton 

et al, 2009). Neste trabalho, nós investigamos os efeitos do Captopril, um iECA 

amplamente utilizado no controle da HAS, e do DIZE, um ativador da ECA2, na OA de 

joelho, focando nos aspectos inflamatório e histopatológico. 

O modelo de OA por MIA foi escolhido em função do fator tempo, pois é 

considerado um modelo que reproduz rapidamente as características clínicas e patológicas 

da OA (Guzman et al, 2003). A aplicação de 2mg de MIA levou a uma resposta 

inflamatória aguda e crônica. Primeiramente observamos a formação de edema articular 

após 12 e 24 horas de indução da OA. No tempo de 12 horas também foi observado o pico 

da IL-6. Essa citocina desempenha um papel chave na resposta inflamatória de fase aguda, 

alterando a natureza do infiltrado inflamatório, de neutrófilos para macrófagos (Gabay, 

2006). Além disso, contribui para a manifestação clínica da dor, especialmente na fase 

inicial da OA (Shimura et al, 2013). O achado sugere que a IL-6 também participa da 

sinalização para acumulo de liquido na cavidade articular, após estímulo flogogênico com 

MIA. Além disso, também observamos que o pico de leucócitos na cavidade articular 

acontece com 72 horas de indução da OA com MIA. Corroborando com o nosso trabalho, 

Clements et al (2009), utilizou o mesmo modelo de OA, e também verificou que o pico dos 

leucócitos ocorre no tempo de 72 horas. Porém, há algumas diferenças entre os trabalhos, 

neste trabalho a cinética de migração foi realizada a partir do lavado articular, já Clements 

et al (2009) utilizou o coxim adiposo infrapatelar. E enquanto observamos que há uma 

redução do número de leucócitos após o terceiro dia de indução, porém, continua havendo 

significância estatística em todos os seguintes tempos de medição (7, 14, 21 e 28 dias) 

realizados. No trabalho de Clementes et al (2009) os os monócitos apresentaram diferença 

estatística apenas até o sétimo dia de medição. Tal divergência pode estar relacionada à 

quantidade de MIA utilizada, pois no estudo de Clements et al (2009) usou-se 1mg, que é 

considerada uma quantidade baixa. Ao contrário, nós utilizamos 2mg, que é considerada 

alta (Thakur et al, 2012). Isto é um indicativo de que quantidades diferentes do MIA 
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podem levar a diferenças no processo de resolução da inflamação articular. Os dados 

referentes ao infiltrado inflamatório na sinóvia indicam que a inflamação articular volta a 

aumentar no tempo de 28 dias de indução. Possivelmente, pelo estímulo dos debris 

provenientes da degeneração do tecido cartilaginoso hialino, que se intensifica nesse 

tempo. Esse aumento da inflamação pode ainda contribuir para uma maior degeneração da 

matriz cartilaginosa. O que vai de encontro com a compreensão atual, de que o 

componente inflamatório da OA é determinante para a degradação da matriz cartilaginosa 

(Berenbaum, 2013; Loeser, 2009). 

A progressão inicial da OA ocorre com envolvimento focal da cartilagem, pela 

distribuição diferenciada das forças mecânica. Com a progressão as alterações são 

observadas em porções contínuas da cartilagem, até que, na OA avançada toda a superfície 

articular está envolvida (Pritzker et al, 2005). O modelo de OA por MIA levou à alterações 

degenerativas gradativas na MEC e nos condrócitos da cartilagem hialina. Tais alterações, 

como a perda de proteoglicanos e a morte celular, foram progressivas, tornando-se mais 

significativas nas medidas de 14, 21 e 28 dias. Janusz et al (2004) também evidenciou em 

modelo de OA por MIA que a perda de proteoglicanos tem um caráter progressivo no 

modelo. A perda de proteoglicanos na OA é tida como uma consistente característica 

patogênica e ocorre principalmente pela ação das MMPs (Knudson & Knudson, 2001). A 

atividade das MMPs é aumentada pela produção de citocinas inflamatórias, como o TNF-

α, IL-1β e IL-6 (Katz et al, 2010; Hasseb, Haqqui, 2013). Entretanto as citocinas avaliadas 

(IL-10 e IL-6) sofreram alteração apenas na fase de inflamação aguda do modelo. 

Indicando que outras citocinas podem estar envolvidas no processo de inflamação-

degeneração da OA no modelo por MIA.O desenvolvimento de dor no modelo de OA por 

MIA é complexo e envolve diferentes citocinas pró-inflamatórias. Na fase dita dor 

inflamatória (dia 3), foi identificado por Bowles et al (2013) que há uma maior atividade 

do NF-kB e que essa atividade é fortemente correlacionada com os níveis séricos de IL-6 e 

com a alodonia mecânica. Além disso, os níveis de IL-1β foram fortemente 

correlacionados com a sensibilidade da dor na fase crônica do modelo (dia 28) (Bowles et 

al, 2013). Recentemente, a quantidade de 2mg utilizada para induzir a OA foi associada a 

um maior grau de lesão neuronal e/ou sensibilização central (Thakur et al, 2012). Sabe-se 

que em alguns indivíduos a dor osteoartrítica advém da disfunção do controle inibitório 

descendente ou da alteração no processamento cortical de informações nocivas (Dray & 

Read, 2007). Esses fatos dificultam a interpretação da avaliação de terapêuticas 
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farmacológicas na hiperalgesia nos modelos de OA. Nossos resultados monstraram que o 

modelo de OA por MIA com 2mg produziu uma clara resposta álgica nos animais, 

sustentada ao longo do tempo. 

Nenhum dos tratamentos realizado (Captopril, Losartan, DIZE, L-NAME + 

Captopril) foi capaz de inibir ou atenuar o quadro álgico, apesar de haver evidência 

científica do efeito analgésico da Ang-(1-7) e do bloqueio do AT1 em outros modelos de 

artrite (Silveira et al, 2010; Silveira et al, 2013). A dor nos animais controle, tratados com 

Captopril, mostrou certa tendência à hipersensibilidade ao estímulo da ponteira na pata. 

Isto pode ser em decorrência do aumento de BK circulante uma vez que o Captopril 

aumenta os níveis deste peptídeo (Norris et al, 2010; Meini & Maggi, 2008). No entanto, 

os animais MIA tratados com Captopril tiveram resposta similar aos animais MIA 

controle, o que torna improvável a participação da BK neste modelo de OA. Apesar da 

redução do número de células inflamatórias na cavidade articular causada pelo Captopril e 

pelo Losartan, não foi possível observar alteração no limiar de retirada da pata. A grande 

quantidade de MIA utilizada pode ter contribuido para este resultado, tendo em vista sua 

associação com alterações neuropáticas (Thakur et al, 2012). 

O tratamento com o ativador da ECA2, DIZE, não alterou o número de macrófagos 

na cavidade articular, mas reduziu a expressão tanto do TNF-α quanto do IL-10. Sabe-se 

que a ativação da ECA2 leva ao aumento dos níveis de seu principal produto, a Ang-(1-7) 

(Ferreira et al, 2012). Esse peptídeo, por sua vez, pode modular a resposta inflamatória em 

macrófagos, levando a uma menor expressão de citocinas como IL-6 e TNF-α (Souza & 

Costa-Neto, 2012). Assim, como os macrófagos são o principal tipo celular associado ao 

processo patofisiológico da OA (Haseeb & Haqqi, 2013), esperávamos encontrar efeitos 

benéficos com o tratamento com o DIZE. Além disso, em outro modelo de artrite, artrite 

induzida por adjuvante, foi verificada que a ativação do Mas [receptor da Ang-(1-7)] 

reduziu o influxo de neutrófilos e a produção de citocinas pró-inflamatórias (Silveira et al, 

2010). A divergência entre os nossos achados com estes dados pode ser atribuída à 

natureza complexa da patogênese da OA, não sendo incomuns respostas diferentes nas 

terapias farmacológicas quando utilizadas na OA e na AR (Haseeb & Haqqi, 2013). A 

concentração do DIZE utilizada também pode ter influenciado nesses resultados, uma vez 

que a quantidade de Ang-(1-7) gerada é proporcional à quantidade do DIZE administrado. 

A utilização do iECA, Captopril, por 8 semanas em animais com OA levou a uma 

redução significativa da população de macrófagos na cavidade articular. Quando 
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associamos o uso do L-NAME ao Captopril, observamos uma reversão parcial deste efeito. 

É importante ressaltar que o L-NAME não bloqueou completamente os efeitos do 

Captopril em relação aos parâmetros inflamatórios, indicando, assim, que outros 

mecanismos de ação desse iECA contribuíram para tal efeito protetor. Como não houve 

mudanças significativas na expressão e nos níveis de TNF-α e IL-10 no tratamento com 

Captopril, pode-se inferir que sua ação na OA de joelho não esta relacionado a sua 

modulação Para avaliar se os efeitos anti-inflamatórios do Captopril foram causados pela 

inibição direta da ECA ou pela inibição do SRA, utilizamos o Losartan que bloqueia o 

SRA sem inibir a ECA. Os nossos dados indicaram que a inibição da ECA por si só não foi 

a responsável pelos efeitos benéficos na OA no nosso modelo, uma vez que o Losartan 

promoveu redução similar da migração de leucócitos para a cavidade articular. 

As alterações morfológicas nos animais MIA após 12 semanas de indução foram 

variáveis, o que dificultou a análise histopatológica. O aumento do número de animais por 

grupo talvez seja uma medida que permita uma melhor comparação de tratamentos no 

modelo de OA por MIA. Outra questão a se ponderar é a expressão do receptor AT1 em 

condrócitos, pois ela é bem variável em pacientes com OA e AR (Kawakami et al, 2012). 

Essa característica da patologia pode ter contribuído para a variabilidade em alguns 

resultados. Apesar da variabilidade no desenvolvimento de alterações foi visto que a 

inibição da ECA, de forma crônica, leva a um pequeno efeito condroprotetor. Isso vai de 

encontro às recentes evidências de que ON tem um papel protetor na OA (Abramson, 

2008). Contudo, como houve um bloqueio parcial do efeito anti-inflamatório do Captopril 

pelo L-NAME, os efeitos condroprotetores podem estar relacionado a diferentes vias de 

ação desse iECA. Por exemplo, a tendência ao desenvolvimento de menos tecido 

fibrocartilaginoso pode estar relacionado ao aumento da concentração plasmática N-acetil-

seril-aspartil-lisil-prolina, que é um inibidor natural da proliferação de células-tronco 

hematopoiéticas pluripotentes. Tal efeito dos iECAs já foi identificado em outros modelos 

de patologia (Peng et al, 2005). Por fim, considerando que no momento em que se deu o 

início ao tratamento com Captopril já havia alterações histológicas significativas na 

cartilagem, podemos sugerir que o nosso protocolo pode ter limitado a capacidade de 

regeneração do tecido induzido pelo Captopril. 
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7 CONCLUSÃO 

 

O modelo de OA induzido por MIA mostrou ser conveniente para o estudo desta 

doença, uma vez que as alterações patofisiológicas foram condizentes com as que ocorrem 

na doença em humanos. Neste trabalho foi possível verificar que as ECAs modulam os 

parâmetros inflamatórios e histopatológicos da OA. O tratamento com Captopril mostrou 

ser uma possível estratégia de controle da inflamação na OA, além de ter levado a um 

pequeno efeito condroprotetor. Esse resultado foi, possivelmente, limitado pela dose de 

MIA usada para induzir a OA e pelo longo tempo pós-indução da OA para o início dos 

tratamentos. Assim, é necessário verificar se o ajuste destes parâmetros pode refletir em 

efeitos condroprotetores mais significativos.  
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