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RESUMO

Introdugao: o uso topico intra-articular do acido tranexédmico (ATX) e da povidona-
iodo (PVPI) em artroplastias do joelho esta crescendo ao longo dos ultimos anos de-
vido as evidéncias da literatura que confirmam redugdes na perda sanguinea, neces-
sidade de hemotransfusédo e nas taxas de infeccao pos-operatoria, respectivamente.
Entretanto, sdo necessarios mais estudos sobre a toxicidade dessas substancias para
a cartilagem residual em pacientes submetidos a artroplastia unicompartimental do
joelho e artroplastia total do joelho, quando ndo ocorre a substituicdo da patela. Ob-
jetivos: avaliar os efeitos do uso topico intra-articular do ATX 20mg/kg e/ou PVPI
0,35% na cartilagem articular do joelho em um modelo experimental de coelhos. Ma-
terial e Método: quarenta e quatro coelhos machos, com menos de seis meses de
vida, da raga Nova Zelandia, alocados de modo aleatério em quatro grupos (controle;
ATX; PVPI e PVPI + ATX), tiveram a cartilagem articular do joelho exposta ao soro
fisiolégico SF 0,9% (grupo controle), ao ATX, ao PVPI e ao PVPI seguido do ATX.
Decorridos 60 dias do procedimento cirurgico os animais foram sacrificados sendo
obtidos fragmentos osteocondrais do fémur distal. Cortes histolégicos da cartilagem
da area de apoio do fémur distal foram corados com hematoxilina/eosina e azul de
toluidina. Os seguintes parametros da cartilagem foram avaliados pelo sistema de
graduagdo histologica/histoquimica de Mankin: estrutura, celularidade, conteudo de
glicosaminoglicanos na matriz extracelular e integridade da linha de maré. Resulta-
dos: o uso isolado do PVPI causa alteragdes na estrutura, celularidade e conteudo de
glicosaminoglicanos da cartilagem, enquanto que o uso isolado do ATX altera o con-
teudo de glicosaminoglicanos. O uso sequencial do PVPI + ATX provoca alteragdes
mais pronunciadas tanto na matriz extracelular quanto na estrutura e na celularidade.
Conclusao: os dados sugerem que o uso topico intra-articular do acido tranexamico
20mg/kg, apos o fechamento da capsula articular e a lavagem intra-operatoria, com
solugéo de povidona-iodo 0,35%, durante trés minutos, sdo toxicos para a cartilagem
articular em um estudo experimental in vivo em joelho de coelhos. Demonstrou-se
também que o uso sequencial dessas substancias apresenta maior toxicidade para a

cartilagem articular.

Palavras-chave: Cartilagem Articular. Acido Tranexamico. Povidona-iodo. Artroplas-

tia de Joelho.



ABSTRACT

Introcuction: the topical intra-articular use of tranexamic acid (ATX) and povidone-
iodine (PVPI) in knee arthroplasties has been increasing over the past few years due
to evidence from the literature confirming reductions in blood loss, need for blood trans-
fusion, and rates of post-operative surgical site infection, respectively. However, fur-
ther studies are required on the toxicity of these substances to residual cartilage in
patients submitted to unicompartmental knee arthroplasty and unresurfaced patella in
total knee arthroplasty. Objectives: to evaluate the effects of topical use of ATX
20mg/kg and/or 0.35% PVPI on knee joint cartilage in an experimental model of rab-
bits. Material and Method: 44 male rabbits less than six months old, New Zealand
breed, were randomly assigned to four groups (control, ATX, PVPI and PVPI + ATX)
had knee joint cartilage exposed to physiological saline SF 0,9% (control group), ATX,
PVPI and PVPI followed by ATX. Sixty days after the surgical procedure, the animals
were sacrificed and osteochondral fragments of the distal femur were obtained. Histo-
logical sections of cartilage from this area were stained with hematoxylin/eosin and
toluidine blue. The following cartilage parameters were evaluated through the Mankin
histological/histochemical grading system: structure, cellularity, glycosaminoglycan
content in the extracellular matrix and integrity of the tidemark. Results: the isolated
use of PVPI causes changes in cartilage structure, cellularity and glycosaminoglycan
content, whereas the isolated use of ATX alters the glycosaminoglycan content. The
sequential use of PVPI + ATX causes more pronounced alterations in the extracellular
matrix, structure and cellularity. Conclusion: the data suggest that topical intra-artic-
ular use of tranexamic acid 20mg/kg after closure of the joint capsule and intraopera-
tive lavage with 0.35% povidone-iodine solution for three minutes are toxic to articular
cartilage in an experimental in vivo study in rabbit knee. It has also been shown that
the sequential use of these substances presents greater toxicity to the articular carti-

lage.

Keywords: Articular Cartilage.Tranexamic Acid. Povidone-iodine. Knee Arthroplasty.
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1 INTRODUGAO

Nos pacientes com doenga degenerativa avangada do joelho que ndo respondem ao
tratamento conservador, o procedimento de escolha € a artroplastia total do joelho
(ATJ). Nesse procedimento, as superficies articulares femoral e tibial sdo sempre
substituidas, enquanto que na patela, dependendo da espessura, da preservacao da
cartilagem e/ou da preferéncia do cirurgido, sua superficie articular pode ou nao ser
substituida. A artroplastia unicompartimental do joelho (AUJ), outra modalidade de
tratamento, € indicada nos casos em que somente um compartimento (medial ou la-
teral) do joelho esta envolvido, deixando um dos compartimentos e a patela com a sua

cartilagem articular preservada.

Dados do Registro Norte Americano de artroplastias de 2018 revelam que foram rea-
lizadas mais de 500.000 ATJ primarias nos Estados Unidos (1). Na Australia a subs-
tituicdo da patela ndo é realizada em cerca de 35% das ATJs (2). O Registro Nacional

Inglés de 2018 revela que 9% das artroplastias de joelho sdo AUJ (3).

O numero crescente de artroplastias de joelho despertou o interesse pelo uso intra-
articular de substéncias topicas, na tentativa de controlar o sangramento e reduzir os
indices de infecgdo, que é uma causa comum de falha nos dois primeiros anos, apos
ATJ. Entretanto, s&o necessarios mais estudos sobre os efeitos provocados por essas
substancias na cartilagem articular, remanescente, de pacientes submetidos a AUJ
ou naqueles em que nao é realizada a substituicido da patela na ATJ.

A camada superficial da cartilagem articular € elemento essencial para a prevengéo
do desgaste mecanico articular e da transferéncia anormal de carga, sendo afetada
no inicio da patogénese da osteoartrose (OA) (4-6). A progressao da OA, nos com-
partimentos ndo protetizados, € um mecanismo de falha conhecido. Dessa forma,
qualquer substancia ou agente que tenha contato com a cartilagem articular no per-
operatério deveria ter seus efeitos locais conhecidos, com interesse especial na se-

gurancga e viabilidade da cartilagem apos a exposigao.

O uso topico intra-articular do acido tranexamico (ATX), em cirurgias ortopédicas, au-

mentou na ultima década, devido as evidéncias na literatura da sua agao na redugao
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de perda sanguinea e necessidade de hemotransfuséo (7-10). O ATX é derivado sin-
tético do aminoacido lisina com atividade antifibrinolitica, ao inibir os receptores de
lisina na molécula de plasminogénio, impedindo a ativagao da plasmina e assim, pre-
servando a fung¢ao da fibrina na formag¢ao do coagulo. Em suma, o ATX é capaz de
reduzir o sangramento. Embora o uso venoso do ATX seja considerado seguro, pode
haver aumento nos fenbmenos tromboembdlicos, o que levou a disseminagao da sua

aplicacao topica (11-13).

Ha poucos estudos sobre os efeitos do ATX na cartilagem nativa. Tuttle et al. demons-
traram efeitos citotoxicos do ATX na cartilagem articular em modelos animais (14).
Parker et al. demonstraram toxicidade do ATX para condrdcitos humanos cultivados
in vitro (15).

A infecgao periprotética do joelho tem efeito devastador sobre os resultados funcionais
e a qualidade de vida do paciente (16-17). A irrigagéo intra-articular per-operatoria,
com solugao topica de povidona-iodo (PVPI), demonstrou reduzir os indices de infec-
¢ao pos-operatodria (18). Povidona-iodo é uma solugédo antisséptica que consiste em
polivinilpirolidona, agua e iodo com ampla capacidade bactericida (19, 20).

Brown et al. (18) demonstraram reduc&o nas taxas de infecgdo pos ATJ, com 0 uso
de solucado de PVPI 0,35%, deixada por 3 minutos na articulagdo apds o posiciona-
mento dos implantes e antes do fechamento da capsula articular. No entanto, estudos
recentes revelaram efeitos condrotéxicos de solugdes de PVPI (21-23). Arvind et al.
(21) demonstraram pronunciado efeito condrotoxico, da solugdo de PVPI a 0,35%,

deixada por mais de um minuto em contato com os tecidos articulares.

Devidos aos questionamentos quanto a seguranga na utilizagcdo do ATX e do PVPI, o
presente trabalho avaliou os efeitos do uso topico intra-articular do ATX e/ou do PVPI
na cartilagem articular do joelho de coelhos.
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1.1 Justificativa

Os efeitos do uso topico intra-articular sequencial do PVPI e ATX na cartilagem arti-
cular ainda sdo desconhecidos, assim como existem poucos estudos sobre os efeitos
do ATX na cartilagem. Os resultados do presente estudo estimaram a seguranga do
uso topico intra-articular dessas substancias, na cartilagem articular remanescente na
artroplastia unicompartimental do joelho e na artroplastia total do joelho, quando nao

ocorrer a substituicdo da patela.

1.2 Objetivos
1.2.1 Objetivo geral

Identificar os efeitos do uso tdpico intra-articular da solugao PVPI e/ou do ATX na

cartilagem articular.

1.2.2 Objetivos especificos

— Analisar a estrutura e celularidade da cartilagem articular exposta ao PVPI e/ou ao
ATX, comparando-as com um grupo controle exposto ao SF 0,9%.
— ldentificar os efeitos do PVPI e/ou ATX na matriz extracelular, pela analise do con-

teudo de glicosaminoglicanos.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A osteoartrose

A OA é uma doenga articular cronica, degenerativa que possui etiologia vinculada a
fatores genéticos e metabdlicos. A fisiopatologia ocorre devido aos desequilibrios me-
canico e biologico que alteram a sintese e degradac&o dos condrécitos, matriz extra-
celular e osso subcondral resultando em perda da cartilagem articular. Assim, a do-
enga evolui para deformidades articulares, dor que se agrava com a movimentagao
podendo, em estagios mais avangados, ocorrer dor ao repouso, diminuigao da ampli-
tude de movimento, perda da fungéo articular, atrofia muscular e rigidez articular. As
alteragdes radiograficas sdo descritas como reagdes osteofitarias, diminuigdo do es-
paco articular, esclerose subcondral e cistos subcondrais (24) (FIGURA 1).

Figura 1 — Radiografia de joelho saudavel e de joelho artrésico

A

Legenda  A: O espago entre os ossos indica uma cartilagem saudavel (setas).
B: O joelho artrosico mostra perda grave de espaco articular (setas).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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A OA ocorre em 44% a 70% dos individuos acima de 50 anos e na faixa etaria acima

dos 75 anos, a incidéncia pode subir para 85% (25).

A OA é multifatorial, sendo fatores de risco descritos idade, obesidade, lesao prévia
de joelho, sexo feminino, carga excessiva e alteragdes do eixo mecanico dos mem-
bros inferiores. (26). Dessa forma, o aumento do numero de idosos e a obesidade

crescente na populagao estdo favorecendo o aumento da incidéncia de OA (27-28).

2.2 A cartilagem

A cartilagem hialina tem como fun¢des absorver e distrituir carga, gerar uma superficie
de baixa friccdo para o movimento e resistir as forgas de tensao, cisalhamento e com-
pressdo. Ela reveste as articulagdes diartrodais, como o joelho, e & constituida por
condrocitos (cerca de 10%) e matriz extracelular. A matriz extracelular compde-se de
fibras de colageno, principalmente do tipo 2 (10-20%), proteoglicanos (10-15%) e agua
(60-80%). Os proteoglicanos (PG) sao glicoproteinas complexas formadas por um nu-
cleo proteico central, no qual cadeias de glicosaminoglicanos estéo fixas. Conside-
rando-se que a cartilagem é avascular, a nutricdo dos condrécitos se da por difusdo
do liquido sinovial (29).

Os condrdcitos sao responsaveis pela sintese dos componentes da matriz. Eles va-
riam em forma, tamanho e atividade metabdlica nas diferentes camadas da cartila-
gem, raramente se dividindo, quando adultos. Com o passar dos anos sua concentra-
¢ao reduz, principalmente, na camada superficial, 0 que aumenta a possibilidade de

degeneragéo articular (30).

A cartilagem articular é dividida em quatro zonas:

— Zona Superficial: corresponde a 10-20% da espessura total, é a zona mais del-
gada. Constituida por fibras de colageno paralelas a superficie articular e condro-
citos de forma elipsoide, densamente compactados e arranjados horizontalmente.
Apresenta alta concentragcédo de agua e baixo conteudo de proteoglicanos. A remo-
¢ao dessa camada, conforme observado na degeneragao precoce da cartilagem,
resulta em aumento da permeabilidade e diminuicdo da resisténcia as forgas tén-

seis.
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— Zona de transicdo: camada mais espessa, com 40 a 60% da espessura total. Os
condrocitos sdo esferoidais e sintetizam fibras colagenas orientadas obliquoa-
mente. Apresentam alto conteudo de PG e moderado conteudo de agua, o que
permite uma compressibilidade aumentada e, assim, a absor¢ao de choque e dis-
tribuicdo de cargas.

— Zona profunda: corresponde a 30% da espessura total. Os condrocitos séo esfe-
roidais, estdo organizados em colunas verticais perpendiculares a superficie e sin-
tetizam matriz com altos niveis de PG. As fibras colagenas estao organizadas ver-
ticalmente para resistir a compressao, fornecendo rigidez e ancorando a cartilagem
ao 0sso subcondral.

— Zona de cartilagem calcificada: localizada entre a zona profunda e o osso subcon-
dral, ancora a cartilagem ao osso por meio do colageno tipo X. Nessa zona, ha
uma marca que € o limite entre a cartilagem calcificada e a zona profunda, cha-
mada “linha de maré” (tidemark), que é o nivel mais profundo de proliferagéo de
condrocitos em que ocorre a calcificagdo. Na histologia se mostra como uma linha
basofilica distinta (FIGURA 2).

Figura 2 — Esquema e tabela da composicdo, organizagéo e proprieda-
des mecénicas das camadas da cartilagem articular

Zonas da cartilagem:
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« Baixo nivel de PG « Alto fhuxo do fluido/ 35 -
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& compressao e grande
consolidacho da matriz
Forga compressiva
moﬂh;_l 2 & o e
compresséo — °
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Altos niveis de PG Muitos PGs criam pressdo, /o ® e ©
resistindo °
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da mataz
Profunda | » Baixo nivel do fibras colégenas |+ Altos niveis do PG Forga compressiva
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« Altos niveis de PG pressao hidrostatica que ‘
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Fonte: Insall e Scott, 2015.
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2.3 As artroplastias do joelho

A articulagao do joelho comporta-se como uma dobradiga modificada, que pode ser
dividida em trés compartimentos: medial, lateral e femoropatelar. A artrose, do ponto
de vista cirurgico, envolve a perda da cartilagem, com estreitamento do espaco arti-
cular. A perda da cartilagem pode ser focal ou difusa, quando este processo esta limi-
tado a somente um compartimento é definido como artrose unicompartimental. A os-

teoartrose tricompartimental, por definicdo, envolve todos os trés compartimentos.

— Artroplastia total do joelho (ATJ): substituicdo da articulagao tibiofemoral, com ou
sem componente patelar (FIGURA 3A).
— Artroplastia unicompartimental do joelho (AUJ): forma de artroplastia parcial; subs-

tituicdo do compartimento medial ou lateral ou patelofemoral (FIGURA 3B).

Figura 3 — Artroplastia total e artroplastia unicompartimental do joelho

Legenda: A: A artroplastia total do joelho.
B: Artroplastia unicompartimental do joelho.
Fonte: Insall e Scott, 2015.
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A artroplastia unicompartimental do joelho tem a vantagem de ser uma cirurgia menos
invasiva, permitindo recuperacao mais rapida. Além disso, os pacientes relatam sen-
sacao mais natural em relagcdo aos joelhos, porque a cinematica da articulagdo € me-
nos alterada quando comparada a protese total. A AUJ € uma opg¢ao cirurgica no pa-
ciente, com artrose restrita aos compartimentos medial ou lateral do joelho. A ATJ é o
tratamento de escolha, quando a degeneragao articular envolve mais de um compar-
timento. O objetivo desses procedimentos é alivio da dor, melhora da fungéo e da
qualidade de vida.

A infeccao periprotética € uma complicacdo desafiadora, sendo considerada a princi-
pal causa de falha e necessidade de nova cirurgia. Sua incidéncia varia entre 1% e
2%. A complexidade e duragao do tratamento geralmente imp&em custos fisicos, emo-
cionais e financeiros para o paciente e o meédico (16,17). Em face a prevaléncia cres-
cente das artroplastias, esforgos estdo voltados para a prevencao das infeccdes peri-
protéticas. Sua prevencao se baseia na melhoria da resposta do hospedeiro, otimiza-
c¢ao do ambiente da ferida e redugao da contaminagao bacteriana nos periodos pré,

intra e pos-operatoérios (18-20).

Outro mecanismo de falha conhecido da AUJ é a progressdo da OA, nos comparti-
mentos ndo substituidos, levando a necessidade de reoperagéo (31,32). Em se tra-
tando da ATJ sem substituicdo patelar, a degeneragéo progressiva da patela pode ser
causa de dor anterior no joelho e necessidade de revisao para insergdo do compo-
nente patelar, que pode ocorrer em até 10% dos pacientes. Nao ha consenso na lite-
ratura em relagdo a substituicdo da patela, os contrarios ao procedimento afirmam
qgue a patela nativa proporciona melhor posicionamento e melhora da fungao, evitando
complicagdes relacionadas ao implante. Os defensores da substituicdo argumentam
gue os pacientes tém menos dor e maior satisfacdo, sendo evitada a substituigao se-
cundaria (33,34).

2.4 O modelo experimental

No estudo da cartilagem articular, um modelo experimental que se aproxima dos hu-
manos €é o coelho, ja tendo sido estudado, descrito e revisado. As técnicas cirurgicas,
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realizadas ao longo dos anos, incluem imobilizagbes, abordagens cirurgicas com ob-
jetivo de desestabilizagdo da articulagao (secgdes ligamentares e meniscectomias) e
injecdo intra-articular de substéncias farmacoldgicas (35).

Com o avancgo dos estudos, os modelos experimentais em coelhos estdo sendo ana-
lisados por técnicas complementares como: tomografias microcodificadas (TCl), mar-
cacao morfologica e histoldgica (celularidade e proteoglicanos), imunohistoquimica
(metaloproteinases) e microscopia eletrénica de varredura (36).

Assim, o modelo em coelhos € usado em intervengdes terapéuticas e possui relevan-
cia clinica, representando um dos melhores modelos experimentais em pequenos ani-
mais (37, 38).

2.5 O acido tranexamico

O uso topico intra-articular do ATX em cirurgias ortopédicas aumentou na ultima dé-
cada. E evidente na literatura a sua agdo na redugdo de perda sanguinea e conse-
quente diminuicdo das taxas de hemotransfusao (7-10). O ATX é derivado sintético
do aminoacido lisina com atividade antifibrinolitica, apresentando em sua férmula o
isdbmero trans do 4-amino-metil-ciclohexano carboxilico. Inibe os receptores de lisina
na molécula de plasminogénio, impedindo a ativagado da plasmina e assim, preser-
vando a fungéo da fibrina na formag&o do coagulo. Dessa forma, a sua funcéo € inibir
a acao fibrinolitica da plasmina, sendo capaz de reduzir o sangramento. Embora o uso
intra-venoso do ATX seja considerado seguro, pode haver aumento nos fenbmenos
tromboembdlicos, o que levou a disseminagao da sua aplicagao tépica (13). Sua meia
vida é de 3 horas e, em até 12 horas, apds a sua aplicagao topica, pode ser detectado
na articulagéo. E excretado de forma inalterada pela urina em até 24 horas (FIGURA
4).

Figura 4 — Formula molecular do acido tranexamico

HZN\—_<:> ..... '(O
OH

trans-acido 4-amino-metil-
ciclohexano carboxilico

Nome IUPAC

Fonte: Google, 2017.



20

Na Figura 5, em A, a ativagao da fibrindlise: a ativagdo do plasminogénio pelo ativador
tecidual do plasminogénio (t-PA) resulta na formagéo da plasmina, que degrada a fi-
brina em produtos de degradacgao da fibrina (PDF). Em B, a inibigdo da fibrindlise: em
presencga de analogos de lisina (acido tranexadmico), estes ocupam o sitio de ligagéao
da lisina, impedindo a ligagao da plasmina a fibrina. (39)

Figura 5 — Ativagéo da fibrindlise e inibigdo da fibrindlise

-PA

el

-PA
t-PA Pasmindgeno
Plasminégeno

PDF POF

Fibnna

A) Ativacgao da fibrindlise B) Inibigao da fibrindlise
Fonte: Adaptado Santos et al., 2007.

2.6 A Povidona-iodo

A Povidona-iodo (PVPI) € uma solugédo antisséptica composta por polivinilpirolidona,
agua e iodo com ampla capacidade bactericida (FIGURA 6). A solugdo comercial-
mente conhecida da iodopovidona é Betadine e Povidine®. A povidona-iodo (substan-
cia ativa) € um ioddéforo resultante da complexagao do iodo com o polimero polivinil
pirrolidona. Este complexo, chamado polivinil pirrolidona iodo, possibilita maior esta-
bilidade e liberag&do gradual do iodo, desempenhando ag&o germicida sobre bactérias
gram-positivas e gram-negativas, fungos e virus. O mecanismo de agéo da lodopoli-
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vidona (substancia ativa) é semelhante ao do iodo, oxidando enzimas e proteinas es-
senciais ao metabolismo microbiano, bem como os acidos graxos insaturados das
membranas celulares destes microrganismos (40).

O iodo, ao entrar em contato com a agua, se transforma no ion H20I*, que é respon-
savel pela acgao bactericida.

L+ H,O <« > H,0I"+1T

Figura 6 — Formula molecular Polivinil Pirrolidona lodo

fr— Pk
{ N2 \
\\ ,,/A-'_ O . O _-\\ ’// o A

N N ‘N® O

CH,—CH CH,——CH CH,—CH

Nome IUPAC (sistematica)

1-etil-2-Pirrolidinona, homopolimero, composto com iodo

Fonte: Google, 2017
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3 MATERIAIS E METODO

3.1 Delineamento

Trata-se de um estudo experimental em coelhos, aprovado pela Comiss&o de Etica
no Uso de Animais (CEUA), protocolo 381/2016 (ANEXO A).

3.2 Definicao da amostra

O modelo experimental de escolha foi composto por coelhos machos, da raga Nova
Zelandia, com menos de seis meses de vida e peso superior a 2.800 gramas. Foram
utilizados 44 coelhos, obtidos na Fazenda Experimental Prof. Hélio Barbosa, da Uni-
versidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Todos foram identificados e alocados no
Nucleo de Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina da UFMG. Foram res-
peitados os principios éticos, preconizados para experimentagao envolvendo animais,
que incluem: um animal por gaiola forrada com maravalha; dieta composta por ragao
balanceada para coelhos e agua filtrada ad libitum; armazenamento das gaiolas em
estante ventilada, com aeracgdo, temperatura e ciclo de luz controlados; os dejetos
foram removidos diariamente, descartados em recipientes préprios, assim como troca
da maravalha e higienizagdo das gaiolas sempre que necessario; acesso a sala do
biotério restrito aos pesquisadores e técnicos (FIGURA 7).

Figura 7 — Coelhos alocados para experimentagéo

i

g
L

Fonte: Elaborado pelo autor — Nucleo de Experimentagcdo Animal
da Fac. Medicina da UFMG, 2017.
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3.3 Procedimento cirargico
3.3.1 Procedimento anestésico

Os coelhos foram anestesiados com inje¢ao intramuscular na regido proximal do
membro inferior. Foram utilizados xilazina', 5-10 mg/kg e ketamina? 30-50 mg/kg de
acordo com o protocolo de bioética® (FIGURA 8). Cada coelho, sob anestesia, foi iden-
tificado na orelha direita com numeros de 1 a 44 para marcagao. Apds a anestesia
todos os animas foram pesados (TABELA 5 - ANEXO B).

Figura 8 — Procedimento anestésico

Fonte: Elaborado pelo autor — Nucleo de Experimentagédo Animal da Fac. Medicina da UFMG, 2017.
3.3.2 Artrotomia

Procedeu-se tricotomia do membro traseiro direito e o animal foi posicionado em de-
cubito dorsal horizontal. O preparo do campo operatério incluiu degermagéo com so-
lugédo de gluconato de clorexidina* a 2%, seguida de antissepsia com solugao alcodlica
de clorexidina® a 0,5%. Foi procedida uma via de acesso de aproximadamente cinco
centimetros na face anterior do joelho direito e uma artrotomia parapatelar, para ex-
posi¢cao das substancias em estudo. Em seguida, realizou-se sutura por planos, fe-

' Calminum, Agener Uni&o, Brasil.

2 Ketamina Agener 10%, Agener Uni&o, Brasil.

3 Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) (https://www.ufmg.br/bioetica/ceua/informacoes-
uteis/protocolos-anestesicos/).

4 Riohex 2%, Rioquimica, Brasil.

5 Riohex 0,5%, Rioquimica, Brasil.



24

chando-se primeiro a capsula articular com suturas simples com polyglactin 910 (Vi-
crylR 3-0), seguida da pele com pontos simples de nylon (ShalonR,sutures) 2-0. Nao
se utilizou imobilizagao pds-operatdria e os coelhos retornaram as gaiolas apés o pro-
cedimento. A analgesia pés-operatéria incluiu administrag&o intramuscular de dipirona
(5mg/Kg), com intervalo de oito horas, durante dois dias. Para prevencao de infecgédo
pos-operatoria utilizou-se cefazolina (12,5 mg/kg) subcuténeo, sendo dose unica, 30

minutos antes do procedimento.

Procedeu-se a artrotomia parapatelar, pois essa € uma via de acesso cirurgica utili-

zada nas artroplastias do joelho (FIGURA 9).

Figura 9 — Artrotomia cirurgica

Legenda: 1: Tréclea femoral
2: Patela

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

3.3.3 Critérios de exclusao

Foram excluidos animais que apresentaram lesao cartilaginosa macroscopica antes
da exposi¢ao aos agentes estudados, infeccao pds-operatoria ou deiscéncia da ferida

cirargica.
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3.3.4 Eutanasia

Os animas foram sacrificados, de acordo com protocolos para pesquisa, com Keta-
mina 50,0 mg/kg e Xilazina 10,0 mg/kg, por via intraperitoneal, seguido pela adminis-
tracdo de pentobarbital sodico, dose de 150 mg/kg, também por via intraperitoneal, 60
dias apos a artrotomia. Procedeu-se a dissecgao de tecidos moles e foram coletados
o fémur distal do joelho direito, incluindo a cartilagem articular e o osso subcondral,
utilizando serra elétrica delicada, totalizando uma amostra por joelho. O material ob-
tido foi imediatamente colocado em solucéo de Formalina a 10% e levado para o la-

boratério de Anatomia Patologica da Faculdade de Medicina da UFMG.

3.4 Definicao dos grupos

Os 44 coelhos foram alocados em quatro grupos, sendo distribuidos 11 animais para

trés grupos teste e 11 animais fizeram parte do grupo controle:

— Grupo 1: foi procedida artrotomia, sendo a articulagdo lavada com 10 ml de soro
fisiologico a 0,9% (SF 0,9%) e entdo fechada — grupo controle.

— Grupo 2: foi procedida a artrotomia, sendo imediatamente fechada. Apds o fecha-
mento da capsula articular foi injetado 20mg ATX, por kg de peso, na concentragéo
de 50mg/ml (Transamin 50mg/ml)¢ (FIGURA 10).

— Grupo 3: foi procedida a artrotomia e o joelho foi exposto a solugao topica de PVPI
a 0,35%, durante 3 minutos. Apds esse periodo, a articulagao foi lavada com SF
0,9 %, até que ndo houvesse mais PVPI tépico visivel, e a articulagao foi fechada
por planos (FIGURA 11).

— Grupo 4: foi exposto primeiramente ao PVPI a 0,35%, durante 3 minutos, como
mencionado anteriormente. Apds esse periodo a articulacédo foi lavada com SF
0,9% e a capsula articular fechada, sendo entdo injetado ATX 20mg/kg, como men-
cionado anteriormente (FIGURA 12).

8 Hipolabor Farmacéutica (Industria Brasileira).



Figura 10 — Infiltragao intra-articular de acido tranexamico

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.
Nota: Grupo 2.

Figura 11 — Exposi¢ao da superficie articular a solugao de povidona-iodo

N\

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.
Nota: Grupo 3.
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Figura 12 — Infiltragao intra-articular de acido tranexamico apés PVPI

v

> 3
d

\

R

o\
e
%

yy,):

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.
Nota: Grupo 4.

3.5 Calculo amostral

Neste trabalho, pretendeu-se comparar a celularidade, estrutura, coloragcao da matriz
extra celular e integridade da linha de maré, pelo escore de Mankin et al. (41,43) (des-
crito no topico analise histolégica), da cartilagem articular do joelho de coelhos apés
a aplicacédo intra-articular das substéncias povidona-iodo (PVPI); acido tranexamico
(ATX); associagao de PVPI e ATX; e solugao salina (grupo controle) por meio de ar-
trotomia cirurgica em todos os quatro grupos. Nao foi possivel assumir que a variavel
resposta seguisse distribuicdo normal; além disso, foram testados quatro grupos in-
dependentes com animais aleatoriamente selecionados. Foi aplicado teste néo para-
métrico para comparagado de mais de dois grupos. Desta forma, o teste de Kruskal
Wallis foi o indicado para avaliar a possibilidade de igualdade entre os tratamentos.

Para se calcular o tamanho amostral e o poder do teste para o experimento, utilizou-
se o software PASS 15 Power Analysis and Sample Size Software (2017). O software
possui rotina de simulacido para o calculo do tamanho de amostra e poder do teste
especifico para o teste Kruskal-Walis.

Os parametros utilizados para calcular o tamanho amostral foram: erro do tipo | (alfa)
igual a 0,05, poder do teste igual a 0,80 e numero de grupos igual a quatro. Como
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resultado, obteve-se o tamanho amostral de 11 coelhos, em cada grupo, para os pa-

rametros definidos.

O erro do tipo |, igual a 0,05, significa que se rejeitara a hipétese de igualdade dos
grupos 5% das vezes, dado que ele é verdadeiro. Ja o poder do teste igual a 0,80
significa que para 80% das amostras testadas, o teste de Kruskal Wallis rejeitaria a

hipétese nula de igualdade entre os tratamentos, se realmente nao forem iguais.

Os parametros adotados para o teste (alfa=0,05 e poder do teste=0,8) sado valores
comuns na literatura. Portanto, considerou-se que a amostra de 44 coelhos foi sufici-
ente para a aplicagdo do teste em questdo e produziu resultados com significancia

estatistica. As Figuras 13 e 14 apresentam o calculo amostral.

Figura 13 — Calculo amostral (A)

Multiple Comparisons of Treatments vs. a Control {Simulation)

Summary of Simulations of the Control Group and the 3 Treatment Groups
MC Procedure: Kruskal Walls Test

Group | Total

Any.| Smpl. [Smpl. | AlL S.D. of S.D. of

Sim.| Pairs| Size| Size | Pairs Means Data Actual Target

No. [Power n N Power Sm|H1 SD|H1 FWER FWER MO M1 S

1 0836 11.0 0299 04 10 0119 015 00 10 10
{0,016) 0,820 08::5-{0020) (0278 0.319) (0.014) [0.104 0,133)

Pool Size: 10000. Simulations: 2000. Run Time: 1,77 seconds

Summary of Simulations Report Definitions

H0: the null hypothesis that each treatment mean is equal to the control mean.

H1 the alternative hypothesis that at least one treatment mean diff ers from the control mean

Pair: each comparison of a treatment mean and a control mean is a ‘pair’

AllPairs Power. the estimated probability of detecting all unequal pairs

Any-Pairs Power: the estimated probability of detecting at least one unequal pair

n. the average of the group sample sizes

N: the combined sample size of all groups

Family-Wise Error Rate (FWER) the probability of detecting at least one equal pair assuming HO
Target FWER: the user-specified FWE

Actual FWER: the FWER estimated by the alpha simulation

Sm|H1: the standard deviation of the group means under H1

SD|H1: the paoled, within-group standard deviation under H1

Second Row: provides the pracision and a confidence interval based on the size of the simulation for
Any-Pairs Power, AllPairs Power, and FWER  The format is (Precision) [95% LCL and UCL Alpha)

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.
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Figura 14 — Calculo amostral (B)

Multiple Comparisons of Treatments vs. a Control (Simulation)

Error-Rate Summary from HO (Alpha) Simulation of 4 Groups
MC Procedure: Kruskal-Wallis Test

Prop.
(No. of
Mean Type-1
No. of No. of| Prop. |Errors Mean Min Max

Sim. Equal Type-1|Type-1 >0) Target Pairs  Pairs Pairs
No. Pairs Errors|Errors [FWER FWER Alpha Alpha Alpha
1 3 0,140] 0,047} 0,119 0,150 0,047 0,043 0,053

Alpha Error-Rate Report Definitions

Pair: the control group and one treatment group

Type-1 Error: rejecting the hypothesis that the pair have equal means when the means are equal
Family: the set of all pairs (see 'Pairs’ above)

Sim. No.: short for simulation, or row, number

Prop.: short for ‘Proportion’

No. of Equal Pairs: since under HO, all means are equal, this is the number of unique pairs of the groups
Mean No. of Type-1 Errors: the average number of type-1 errors per set (family)

Prop. (No...) Alpha: (FWER) probability of falsely detecting at least one pair under HO

Target FWER: the specified (user-specified) value of the Alpha (FWER)

FWER: family-wise error rate. The family consists of all possible pairs

Mean Pairs Alpha: the average of the all individual comparison alphas

Min Pairs Alpha: the minimum of the all individual comparison alphas

Max Pairs Alpha: the maximum of the all individual comparison alphas
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Fonte: Dados da pesquisa, 2017.
3.6 Analise histopatolégica

Os fragmentos osteocondrais, obtidos do fémur distal, foram colocados em solugéo
aquosa de Formalina a 10%, durante 24 horas, para fixacdo das pecgas. Apos 24 horas
de fixacdo, as amostras de tecido foram descalcificadas por sete dias em solugao de
descalcificacdo de Acido Etilenodiaminotetraacético 20% (EDTA) (FIGURAS 16 a 18).
Em seguida ao processo de descalcificagdo, as amostras de tecido foram desidrata-
das em uma série graduada de etanol, diafanizadas em xilol e embebidas em parafina.
Os blocos de parafina foram seccionados em espessura de 7mu e colocados em la-
minas de vidro, coradas com hematoxilina-eosina (HE) e Azul de Toluidina (AT) para
exame histologico. Os cortes foram analisados e fotografados com microscopia de luz
para a estrutura histomorfologica, apos escaneamento das laminas — Escaneador
Hungaro da 3D Histech Pannoramie MIDI (FIGURA 15).
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Figura 15 — Processo de escaneamento das laminas histolégicas
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.
Nota: Para posterior analise e fotografias no laboratério de anatomia patolégica da UFMG.

Na analise histoldgica utilizou-se aumento de cem vezes. Para se obter padronizagéo,
as analises foram feitas em paralelo as colunas de células da cartilagem da area de
carga do céndilo femoral medial.Todas as secgbes foram avaliadas por dois histopa-
tologistas, sem conhecimento dos grupos, de acordo com o Sistema de Graduagao
Histolégica/Histoquimica (Histological-Histochemical Grading System — HHGS), de
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Mankin (41-46), (TABELA 1). Os pontos obtidos no escore de Mankin, para cada fra-
gmento osteocondral, foram inseridos em tabela e utilizados para analise estatistica e
comparagao entre os grupos testes e controle (TABELA 4 — ANEXO B).

Tabela 1 — Sistema de Graduagao Histologica/Histoquimica de Mankin

Secobes avaliadas Pontuagao

1. Estrutura

- Normal

- Irregularidades da superficie

- Irregularidades da superficie e do pannus
- Fissuras na zona de transi¢ao

- Fissuras na zona radial

- Fissuras na zona calcificada

- Desorganizagédo completa

oo 0 A WN -0

2. Células

- Normal

- Hipercelularidade difusa
- Clonagem

- Hipocelularidade

w N -~ O

3. Coloragédo com Azul de Toluidina

- Normal

- Reducéo leve

- Reducdo moderada
- Reducéo grave

A WO DN~ O

- Sem corante observado

4. Integridade da linha de maré

o

- Intacta
- Atravessada por vasos sanguineos 1

Fonte: MANKIN, 1971.

O HHGS de Mankin considera a estrutura da cartilagem, a celularidade, a distribuicao
do azul de toluidina (representa o conteudo de glicosaminoglicanos na matrix extra-

celular) e a integridade da linha de mare.



Figura 16 — Fémur distal apos dissec¢ao dos tecidos moles

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.

Figura 17 — Preparagao do fragmento do fémur distal

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017
Nota: A fotografia representa o processo de fixagdo em Formalina 10%.

32



33

Figura 18 — Fragmentos osteocondrais devidamente identificados

Fonte: Elaborado pelo autor, 2017.
Nota: A fotografia representa o processo de descalcificagdo em EDTA 20%.

3.7 Analise estatistica

Para comparar a relagao entre as variaveis quantitativas ou qualitativas ordinais e os
grupos foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e, na comparagéao multipla, foi utilizado o
teste de Nemenyi (47). Ja na comparagao entre as variaveis qualitativas e os grupos
foi utilizado de teste Exato de Fisher (48). O software utilizado nas analises foi o R
(verséo 3.5.1).
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4 RESULTADOS

O modelo experimental foi composto por 44 coelhos machos, da raga Nova Zelandia,
com menos de seis meses de vida e peso superior a 2.800 gramas, divididos em qua-
tro grupos experimentais, sendo 11 animais por grupo, como descrito previamente,
para avaliacdo dos efeitos do uso topico intra-articular do ATX, PVPI e PVPI + ATX

na cartilagem articular.

No grupo do ATX + PVPI um animal foi excluido do estudo por deiscéncia da sutura.
No grupo controle e no grupo do PVPI um animal evoluiu para obito. Os animais n&o
foram substituidos, uma vez que no calculo da amostra considerou-se a possibilidade

de perda de um animal por grupo.

Os fragmentos osteocondrais obtidos do condilo femoral medial, na area de carga,
foram preparados para corte histologico e avaliados de acordo com o HHGS de Man-
kin (41-46). Os pontos obtidos no escore de Mankin, para cada fragmento osteocon-
dral, foram inseridos na Tabela 4 e utilizados para analise estatistica e comparacao
entre os grupos testes e controle (ANEXO B).

4.1 Analise estatistica

Pode-se destacar em relagéo aos resultados (Tabela 2):

— Estrutura: houve diferenga significativa (valor-p=0,008) entre a estrutura e os Gru-
pos. Pelo teste de comparagao multipla o grupo 4 apresentou maior alteragao es-
trutural que o Grupo Controle (valor-p=0,039) e que o grupo 2 (valor-p=0,033). O
Grupo 4 apresentou a maior média nas alteragdes estruturais, seguido pelo Grupo
3, enquanto que o Grupo Controle e o Grupo 2 ndao apresentaram alteracoes.

— Celularidade: houve diferenga significativa (valor-p<0,001) entre a celularidade e
os grupos. Pelo teste de comparagao multipla o Grupo Controle e o Grupo 2 apre-
sentaram alteragdes celulares significativamente menores que os Grupos 3 (valor-
p igual a 0,005 e 0,004 respectivamente) e 4 (valor-p igual a 0,002 e 0,001 respec-
tivamente). O Grupo Controle e o Grupo 2 ndo apresentaram alteragdes celulares,
enquanto que a maior meédia foi do Grupo 4, seguido pelo Grupo 3.
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— Conteudo de glicosaminoglicanos na matriz extracelular (intensidade da coloragéo
ao Azul de Toluidina): houve diferenga significativa (valor-p<0,001) entre a colora-
¢ao com Azul de Toluidina e os grupos. Pelo teste de comparagao multipla o Grupo
Controle apresentou alteragdo na coloragéao significativamente menor que os Gru-
pos 2 (valor-p=0,031), o 3 (valor-p=0,001) e 0 4 (valor-p<0,001). O Grupo 4 obteve
a maior meédia de alteragbes na coloragao, seguido pelos Grupos 3 e 2. O controle
nao apresentou alteragcido na coloragao.

— Escore total: houve diferenga significativa (valor-p<0,001) no escore total. Pelo
teste de comparagado multipla o Grupo Controle apresentou o escore total signifi-
cativamente menor que os Grupos 3 (valor-p<0,001) e 4 (valor-p<0,001). Além
disso, o Grupo 2 apresentou o escore total significativamente menor (valor-
p=0,010) que o grupo 4. A média do escore total do Grupo Controle foi 0,00, no
Grupo 2 foi de 1,55, no Grupo 3 a média de foi 4,90, enquanto que no Grupo 4 foi
de 6,20.

Na Tabela 2 a analise das variaveis quantitativas e qualitativas ordinais dos grupos.



Tabela 2 — Comparagéao entre as variaveis quantitativas e qualitativas ordinais e os grupos

Comparagao Multipla (Valor-p®)

Variaveis Grupo' Meédia E.P. Valor-p?
Controle 2 3
Estrutura Controle 0,00 0,00 - - -
2 0,00 0,00 1,000 - -
0,008
3 0,30 0,15 0,499 0,478 -
4 1,00 0,39 0,039 0,033 0,609
Células Controle 0,00 0,00 - - -
2 0,00 0,00 1,000 - -
<0,001
3 1,90 0,38 0,005 0,004 -
4 240 040 0,002 0,001 0,996
Azul de Toluidina Controle 0,00 0,00 - - -
2 1,55 0,16 0,031 - -
<0,001
3 2,10 0,28 0,001 0,668 -
4 2,50 0,17 <0,001 0,208 0,863
Escore total Controle 0,00 0,00 - - -
2 1,55 0,16 0,205 - -
<0,001
3 490 0,59 <0,001 0,150 -
4 6,20 0,44 <0,001 0,010 0,781

Legenda: 'Grupos: 2: Acido tranexamico; 3: PVPI — Povidona-lodo e 4: PVPI + Acido tra-

nexamico

2Teste de Kruskal-Wallis;

*Teste de Nemenyi.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

As Figuras 19a e 19b ilustram os resultados apresentados na Tabela 2.

Figura 19a — Boxplot entre as variaveis quantitativas e qualitativas ordinais e os grupos

Estrutura
2
|

Valor-p=0,039

Valor-p=0,033

Controle -

Acido
tranexamico

PVPI -

Povidona-lodo
PVPI - Acido

tranexamico

Grupo

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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Figura 19b — Boxplot entre as variaveis quantitativas e qualitativas ordinais e os grupos
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Na Tabela 3 e no Grafico 1 sdo apresentadas as comparagdes entre a integridade da
linha de maré e os grupos. Observa-se que houve diferenga significativa (valor-
p=0,001) entre a integridade da linha de maré e os grupos, sendo que pelo teste de
comparagao multipla, o grupo 3 apresentou maior proporgéo de ocorréncia da linha

de maré atravessada por vasos sanguineos, alcangando significancia estatistica em
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relagao ao controle (valor-p=0,011) e em relagao ao grupo 2 (valor-p=0,004). No grupo
controle e no grupo 2 ndo se observou vasos sanguineos atravessando a linha de

mareé.

Tabela 3 — Comparagéo entre a integridade da linha de maré e os grupos

Atravessada
- 3 114 _n2
Grupo'\Integridade Intacta por vasos san , Comparagao Multipla (Valor-p?)
; . guineos Valor-p
da linha de mare
N Y% N % Controle 2 3
Controle 10 100 0 0 - - -
2 11 100 0 0 - - -
0,001
3 4 40 6 60 0,011 0,004 -
4 7 70 3 30 0,211 0,090 0,370

Legenda: 'Grupos:
— 2: Acido tranexamico
— 3: PVPI - Povidona-lodo
— 4: PVPI — Acido tranexamico
?Teste Exato de Fisher.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Gréfico 1 — Integridade da linha de maré entre os grupos.

100~
75=
Integridade da linha de maré
50~ Intacta
Atravessada por
vasos samuineos
254
0 -

Controle Acido PVPI - PVPI - Acido
tranexamico Povidona-lodo tranexamico

Grupo

Frequéncia (%)

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

As Figuras 20 a 23 apresentam ilustragbes das analises histologicas.
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Figura 20 — Cortes histolégicos corados por hemtomoxilina/eosina ampliagdo 10x objetiva(a)

Legenda: A: Corte de um animal do grupo controle — celularidade normal
B: Animal do grupo PVPI + ATX — hipocelularidade
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Figura 21 — Cortes histolégicos corados por hemtomoxilina/eosina ampliagdo 10x objetiva (b)

[ SR - . a \--‘_'v.“

Legenda: A: Corte de um animal do grupo controle — estrutura normal da cartilagem.
B: Animal do grupo PVPI + ATX —irregularidades na superficie articular (seta).
Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.

Figura 22 — Cortes histolégicos corados por hemtomoxilina/eosina ampliagdo 10x objetiva (c)

Legenda: A: Animal do grupo ATX — linha de maré intacta.
B: Animal do grupo PVPI + ATX — a linha de maré atravessada por vaso sanguineo
(seta).

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.



Figura 23 — Cortes histolégicos corados por azul de toluidina (AT) ampliagéo 10x objetiva (d)

40

Legenda: A: Corte do grupo controle — coloragao normal do AT.
B: Lamina do grupo ATX — reducéao leve da intensidade da coloragéo do AT.
C: Lamina do grupo PVPI — redugdo moderada da coloragao AT.

D: Ladmina do grupo PVPI + ATX — redugdo grave da intensidade da coloragéo AT.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.
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5 DISCUSSAO

A prevencao da infecgdo e do sangramento pos-operatorio é relevante nas artroplas-
tias do joelho, pois essas complicagbes aumentam a morbidade e trazem prejuizos
funcionais (17). Ao mesmo tempo, a protecdo dos compartimentos n&o protetizados é
essencial para reduzir a progressao da OA. Estudos ja demonstraram relagédo entre

osteoartrose e danos aos condrécitos e a matriz extracelular (4-6).

Os resultados neste estudo demonstraram que o uso topico intra-articular do acido
tranexamico 20mg/kg, na concentragdo de 50mg/ml, apds o fechamento da capsula
articular e a exposi¢ao a povidona-iodo 0,35%, durante 3 minutos, sao téxicos para a
cartilagem articular em um estudo experimental in vivo em joelho de coelhos. Além
disso, ficou claro no experimento que o uso sequencial destas substancias apresenta

maior toxicidade para a cartilagem articular.

Pressupde-se, entdo, que a toxicidade dessas substancias pode impactar negativa-
mente na sobrevida das artroplastias parciais do joelho e nas artroplastias totais
quando nao ocorrer a substituicdo da patela, devido a progresséo acelerada da oste-
oartrose nos compartimentos nao substituidos.

Na literatura, a dose topica efetiva do ATX nas artroplastias varia entre 250 mg a 3
gramas e a concentragao entre 15 a 100 mg/ml (49-51). Diversas formas de aplicagao
topica foram descritas, dentre elas a lavagem intra-operatéria, infusdo por meio do
dreno cirurgico e a aplicagao intra-articular apds o fechamento do retinaculo (52). Na
instituicdo do estudo é utilizada a dose de 20mg de ATX, por kg de peso, na concen-
tracdo de 50mg/ml. Logo, essa foi a dose e a concentragdo utilizada, por via intra-

articular apos o fechamento retinacular.

A irrigacdo intra-articular per-operatoria de solugdo de PVPI, utilizada neste estudo,
seguiu o mesmo protocolo descrito por Brown et al. no qual 17,5 ml de PVPl a 10% é
diluido em 500 ml de SF 0,9%, obtendo a concentracéo de 0,35% e deixada em con-

tato com a articulagao por trés minutos, seguido de irrigagdo com SF 0,9% (18).
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Tuttle et al. (14) avaliaram os efeitos do uso tépico do ATX em um estudo in vitro de
cultura de condrocitos de roedores e de fragmentos osteocondrais de bovinos. Os
fragmentos osteocondrais bovinos demonstraram redug&o do conteudo de glicosami-
noglicanos, quando expostos ao ATX na concentracdo de 100mg/ml por 8, 24 e 48
horas. Em relagéo a citotoxicidade, a cultura de condrdcitos de roedores demonstrou
morte celular importante quando expostos ao ATX nas concentragdes de 50mg/ml e
100mg/ml, com viabilidade celular de 6,8% em 24 horas de exposicdo ao ATX
50mg/ml e morte completa dos condrécitos em 48 horas de exposicdo em ambas as
concentragbes. Ao comparar viabilidade celular dos fragmentos osteocondrais bovi-
nos a viabilidade celular da cultura de condrécitos de roedores, expostos ao ATX na
concentragdo de 100mg/ml, verificou-se maior sobrevida dos condrécitos nos frag-
mentos osteocondrais bovinos em 24 e 48 horas de exposi¢ao, essa diferenca foi atri-
buida ao efeito protetor da matriz extracelular nos fragmentos osteocondrais bovinos.
Os dados acima reforcam os resultados do presente estudo que mostrou redugao no
conteudo de glicosaminoglicanos no grupo exposto ao ATX em relagdo ao controle
(p=0,031). Em relagéo a celularidade e a estrutura da cartilagem, no presente estudo,
nao se observou diferenga estatistica entre o grupo exposto ao ATX e o controle. Atri-
bui-se esse resultado ao fato de a matriz extracelular da cartilagem, no modelo in vivo,
ter efeito protetor sobre os condrdcitos, sendo possivel que atue como um tampao,
dificultando a penetragdo do ATX e reduzindo efetivamente sua concentragéo junto
aos condrdcitos. Isso foi demonstrado ao comparar o grupo exposto ao ATX ao grupo
exposto ao ATX + PVPI, observando-se menor celularidade e mais alteragdes estru-
turais nesse ultimo grupo (p=0,001 e 0,033 respectivamente). Atribui-se esse resul-
tado ao efeito citotoxico da exposicéo inicial da cartilagem ao PVPI, que reduziu o
efeito protetor da matriz extracelular e dessa forma permitiu maior exposicéo dos con-

drdcitos ao ATX e consequente maior dano celular.

Parker et al. (15) avaliaram os efeitos do uso topico do acido tranexamico, em estudo
in vitro de cultura de condrocitos humanos e demostraram efeitos toéxicos do ATX em
concentragbes maiores que 20mg/ml. Segundo estes autores a condrotoxicidade
ocorreu por meio da atipia e morte celulares, reducédo da atividade metabdlica e da
adesao celular. Consideraram ainda que a matriz extracelular, pela analise do conte-

udo de glicosaminoglicanos, n&o foi afetada pelo ATX em modelo in vitro, porém, o
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tempo de exposi¢ao a substéncia pode ser considerado curto (seis horas) e os con-
drdcitos obtidos pela cultura ndo sofrem diferenciagao suficiente para producao de

altos niveis de glicosaminoglicanos.

McLean et al. (52) avaliaram os efeitos do ATX nos tecidos peri-articulares humanos
em um estudo in vitro. Foi demonstrado que o ATX nas concentra¢cdes de 50mg/ml e
100mg/ml é toxico para a cartilagem, para o tecido sinovial e para os tenddes apos
quatro horas de exposicao. Por se tratar de um experimento in vitro este estudo, assim
como o de Parker et al. (15), ttm como limitagédo o fato de o espago articular ser um
ambiente dindmico em que o ATX topico pode ter a sua concentragcao reduzida pelo
sangramento pés-operatorio, e que células inflamatorias e plaquetas podem ter papel
no clerance do ATX, o que nao ocorre em condi¢des in vitro. O presente estudo, ao
avaliar os efeitos in vivo do ATX, demonstrou toxidade através de alteracbes somente
no conteudo de glicosaminoglicanos. A celularidade e estrutura da cartilagem nao fo-
ram afetadas, provavelmente pelos argumentos citados acima e pelo efeito protetor
da matriz extracelular que ocorrem em condi¢des in vivo. No presente estudo foram
coletadas amostras de tecido sinovial peri-articular que serdo analisados em pesquisa

futura.

Ambra et al. (53), em estudo in vitro em cartilagem de porcos, avaliaram os efeitos do
ATX nas concentragdes entre 1 e 4 mg/ml em até seis horas de exposi¢ao e demons-
traram que nao ocrreu citotoxicidade apds a exposi¢cao. No entanto, a dose do ATX
foi menor que a dose utilizada clinicamente. No presente estudo procurou-se utilizar

a dose preconizada pela literatura (49-51).

Arvind et al. (21) avaliaram os efeitos do uso topico de PVPI, na cartilagem articular
de fragmentos osteocondrais de bois, em modelos in vifro e demonstraram condroto-
xicidade que aumentou de acordo com o tempo de exposi¢cao e a concentracado da
solugédo de PVPI. A exposigao da cartilagem a solugédo de PVPI 0,35% reduziu a via-
bilidade celular para 90%, 80% e 65% apds um, trés e seis minutos de exposi¢cao
respectivamente. Estes dados estdo de acordo com o presente estudo, que demos-
trou efeito condrotéxico do PVPI 0,35% apds trés minutos de exposicdo, com dife-
renga estatistica significante ao ser comparado com o grupo controle.
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Schaumburger et al. (23), em estudo utilizando cultura de condrdcitos humanos, rela-
taram que 1% de PVPI reduziu significativamente a vitalidade dos condrocitos medida
por sintese de DNA, apds cinco minutos de exposigédo. Katoaka et al. (22) demonstra-
ram resultados semelhantes em modelos experimentais de ratos. O presente estudo
reforca esses dados ao demonstrar efeitos toxicos do PVPI 0,35% verificados por

meio de altera¢cdes na matriz extracelular, condrécitos e na estrutura da cartilagem.

Considerando o escore total, observou-se que o uso do PVPI + ATX apresentou maior
toxicidade para a cartilagem que o uso do ATX isoladamente (p = 0,01). No presente
estudo existem indicios de que o uso do PVPI + ATX apresenta maior toxicidade para
a cartilagem que o uso isolado do PVPI, apesar de ndo se alcangar significancia es-
tatistica (p=0,781). Em relagdo ao grupo controle, o uso do PVPI + ATX foi o que
apresentou a maior toxicidade (p<0,001).

O resultado do estudo tem como pontos positivos a avaliacdo dos efeitos do ATX e
PVPI in vivo, o que permite estimar o que ocorre em condi¢gdes pos-cirurgicas, como
diluicdo das substéncias pelo sangramento e o efeito das células inflamatérias e pla-
quetas no clerance dessas substancias. Além disso, pelo que se consta, este € o pri-

meiro estudo na literatura a avaliar os efeitos do uso sequencial dessas substancias.

Sao consideradas limitagdes o fato de os animais permanecerem acondicionados nas
gaiolas, durante todo o experimento, n&o representando as forgas de carga total que
a articulagao suporta em estados normais; a espessura menor da cartilagem do coelho
em relagdo a espessura da cartilagem humana, e a diferenga entre o metabolismo do
coelho e o humano. Além disso, a cartilagem articular dos animais ndo apresentava
alteragdes degenerativas macroscopicas antes da exposi¢cdo as substancias. Em hu-
manos, submetidos a artroplastia total e unicompartimental, os compartimentos nao
substituidos podem apresentar alteragdes degenerativas iniciais, que podem facilitar
a penetragao das substancias na cartilagem e provocar maior toxicidade. O estudo
demonstrou toxidade das substancias, mas isso néo representa, necessariamente,
desfechos clinicos para o paciente e estudos avaliando o acompanhamento clinico
precoce e tardio, da exposi¢céo da cartilagem humana a essas substéncias, devem ser
realizados a fim de compreender o potencial translacional desse estudo de ciéncia

basica.
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6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo experimental in vivo em joelho de coelhos demonstraram
que o uso topico intra-articular do acido tranexamico 20mg/kg, na concentragao de
50mg/ml, apos o fechamento da capsula articular e a lavagem intra-operatéria com
solugéo de povidona-iodo 0,35%, durante trés minutos, sdo toxicos para a cartilagem
articular.

O uso isolado do PVPI causa alteragdes na estrutura, celularidade e conteudo de gli-
cosaminoglicanos da cartilagem, enquanto que o uso isolado do ATX altera o conte-
udo de glicosaminoglicanos. O uso sequencial do PVPI + ATX provoca alteragdes

mais pronunciadas, tanto na matriz extracelular quanto na estrutura e na celularidade.
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ANEXO B - Anilise histolégica — escore de Mankin e Peso dos animais

Tabela 4 — Andlise histolégica — Escore de Mankin

Continua
Coelho Estrutura Células Coloragao AT Linha de maré Escore
Grupo controle
1 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0
5 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0
Grupo ATX
11 0 0 2 0 2
12 0 0 2 0 2
13 0 0 1 0 1
14 0 0 2 0 2
15 0 0 2 0 2
16 0 0 1 0 1
17 0 0 1 0 1
18 0 0 1 0 1
19 0 0 1 0 1
20 0 0 2 0 2
21 0 0 2 0 2




Tabela 4 — Analise histologica — Escore de Mankin

Concluséo
Coelho Estrutura Células Coloragao AT Linha de maré Escore
Grupo PVPI
22 0 0 2 1 3
23 0 3 2 0 5
24 1 3 1 1 6
25 0 3 3 0 6
26 0 0 3 1 4
27 0 3 3 1 7
28 1 3 2 0 6
29 0 0 1 0 1
30 1 3 3 1 8
31 0 0 1 1 2
Grupo PVPI + ATX
32 0 3 3 0 6
33 0 3 2 0 5
34 3 0 2 1 6
35 0 0 3 0 3
36 3 3 2 0 8
37 0 3 2 1 6
38 2 3 2 0 7
39 1 3 3 0 7
40 1 3 3 0 7
41 0 3 3 1 7

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018.



Tabela 5 — Peso dos animais em miligramas

54

Animal Controle ATX PVPI ATX + PVPI
1 2930 2960 2890 3070
2 2890 3015 2920 2980
3 3055 2940 3060 2975
4 2985 2860 2980 2890
5 2950 2940 2895 2970
6 3010 3055 2980 2990
7 2890 2870 3070 3090
8 2935 2930 2990 2970
9 2910 3100 3015 2895
10 3090 2985 3070 3060
1 2980 2970 2890 2850

Fonte: Elaborado pelo autor, 2018



