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Martin Luther King

RESUMO

NISHIO, Clarice. Avaliacdo do metabolismo celular decorrente da aplicacdo de forca nos
condrocitos do condilo mandibular e do joelho de suinos. 2008. 88 f. Tese (Doutorado em
Odontologia) - Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de
Janeiro, 2008.

Funcionalmente, a cartilagem da articulagdo témporo-mandibular assemelha-se a
cartilagem da articulacdo do joelho por possuirem lubrificacdo para resistir a friccdo e
fornecerem protecdo as forcas mecanicas externas. Entretanto, o efeito das forcas de tenséo
sobre as cartilagens dessas duas articulagdes ainda permanece obscura. O objetivo desse
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estudo foi avaliar, in vitro, as alteragdes metabdlicas nos condrécitos extraidos do tecido
cartilaginoso do céndilo mandibular e do joelho de suinos, decorrentes da aplicacdo de forgas
mecénicas, em relacdo a sintese de DNA e de proteoglicanos (PTG). Além disso, foi
verificada a expressdo de colageno tipo Il e de agrecanos no RNAm dos condrdcitos dessas
duas articulagdes, tempo-dependente do cultivo celular, utilizando-se a anélise quantitativa de
PCR em tempo real. Os condrdcitos foram submetidos as forcas mecénicas de tracdo de 2 kPa
(3% de alongamento), 5 kPa (7% de alongamento) e 10 kPa (12% de alongamento), em uma
freqiiéncia de 30 ciclos/min. durante 12 e 24 horas. Os resultados demonstraram que 0S
condrdcitos do condilo mandibular quando submetidos as forcas de 2 kPa e de 5 kPa,
apresentaram um aumento estatisticamente significativo da sintese de DNA e de PTG, em
12 h. (p < 0,01) e em 24 h. (p < 0,05). Exceto 0o aumento da sintese de DNA do grupo
submetido a forca de 5 kPa que durante 24h. ndo foi estatisticamente significativo (p > 0,05).
A forca de 10 kPa causou uma diminuicdo estatisticamente significativa na sintese de DNA e
de PTG nos condrocitos do condilo mandibular, em ambos os tempos de ensaio mecanico
(p < 0,01). Por outro lado, os condrdcitos do joelho apresentaram um aumento na sintese de
DNA e de PTG quando submetidos a todas as magnitudes de forca de tragdo. A forca de 5
kPa estimulou um aumento estatisticamente significante das sinteses de DNA e PTG, em
12 h. e 24 h (p < 0,01). Em 10 kPa, foi observado um incremento estatisticamente
significante de DNA em 12 h. (p <0,01) e em 24 h. (p < 0,05) e de PTG em 24h. (p < 0,01).
Foi verificado que os condrocitos do joelho apresentaram uma maior expressao de colageno
tipo 11 e de agrecanos do que os condrocitos do condilo mandibular estatisticamente
significativo  (p < 0,05). A expressao de colageno tipo Il e de agrecanos nos condrécitos do
condilo mandibular foram altamente evidenciados na fase proliferativa e diminuiram
progressivamente com a formacdo de matriz extracelular. Contrariamente, os condrdcitos do
joelho apresentaram um aumento da expressdo de agrecanos no RNAm conforme o
amadurecimento do cultivo celular e um aumento expressivo de colageno tipo Il na fase
proliferativa, seguida de discreta queda durante a fase da matriz celular. Os condrécitos dos
tecidos cartilaginosos do condilo mandibular e do joelho de suinos demonstraram diferentes
mecanismos de resposta as forcas mecanicas e de metabolismo celular.

Palavras-chaves: Condrocitos, tecido cartilaginoso, céndilo mandibular, joelho, forca
mecanica de tracdo, proteoglicano.

ABSTRACT

Functionally, the mandibular condylar cartilage is similar to the ankle articular
cartilage, both provides lubrication to resist friction and offers protection against external
mechanical loading. However, the effect of tension loadings on these two articular cartilages
remains unclear. The purpose of this study was to evaluate in vitro, the metabolism of the
chondrocytes isolated from the cartilage tissues of porcine mandibular condyle and ankle, in
response to the tension mechanical forces, related to the syntheses of DNA and proteoglycan
(PTG). It was also verified the expression of mMRNA type Il collagen and aggrecan on the
condrocytes of these two joints on culture time-dependent, using a quantitative real-time PCR
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analysis. The chondrocytes were submitted to tensile mechanical strains of 2 kPa
(3% elongation), 5 kPa (7% elongation) and 10 kPa (12% elongation), with a frequency of
30 cycles/min for 12 and 24 hours. The results showed that the condrocytes from mandibular
condyle, when submitted to tension forces of 2 kPa and 5 kPa, demonstrated a statistically
significant enhancement of DNA and PTG, in 12 h. (p < 0.01) and in 24 h. (p < 0.05). Except
the increase of DNA synthesis of the group submitted to the force of 5 kPa during 24 h. that
was not statistically significant (p > 0.05). The force of 10 kPa caused a statistically
significant decrease of DNA and PTG syntheses on the condrocytes of mandibular condyle, in
both periods of mechanical stimulation (p < 0.01). On the other side, the condrocytes of ankle
showed an increase of DNA and PTG syntheses when subjected to all the magnitudes of
tension forces. The force of 5 kPa stimulated statistically significant the syntheses of DNA
and PTG, in 12 h. and 24 h. (p < 0.01). In 10 kPa, it was observed a statistically significant
increment of DNA in 12 h. (p < 0.01) and in 24 h. (p < 0.05) and PTG synthesis in 24 h.
(p < 0.01). The condrocytes of ankle showed a statistically significant higher (p < 0.05)
expression of collagen type 11 and aggrecan than the condrocytes of mandibular condyle. The
type Il collagen and aggrecan mRNA in mandibular condyle were highly expressed in
proliferating chondrocytes and decreased progressively in matrix-forming chondrocytes.
Conversely, the condrocytes from ankle showed an increase of aggrecan expression on
MRNAs with the cell culture maturation, and an increase of type Il collagen during the
proliferating phase, followed by a slight decrease of this protein during the matrix-forming
phase. The chondrocytes from the cartilage tissues of mandibular condyle and ankle showed
different mechanisms of response to the mechanical loadings and distinct chondrocyte’s
metabolism.

Key-words: Chondrocytes, cartilage tissue, mandibular condyle, ankle, tension mechanical
force, proteoglycan.
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INTRODUCAO

A cartilagem articular recobre as extremidades do 0ssos nas articulagdes sinoviais e
fornece uma resisténcia as forcas mecanicas e uma superficie resiliente essencial para um
funcionamento normal da articulagédo (LITTLE E GHOSH, 1997; SICZKOWSKI E WATT,
1990).

O tecido cartilaginoso da articulagdo esta constantemente sujeito as varias magnitudes
e ciclos de forgas mecénicas. A habilidade de suportar altas cargas de forcas depende da
matriz extracelular (MEC), a qual consiste principalmente de proteoglicanos (PTG) e
coldgenos (BACHRACH et al., 1995; FUJISAWA et al.,, 1999; HONDA et al., 2000;
TERAMOTO et al., 2003). Essas moléculas contribuem para a flexibilidade da cartilagem e
protecdo da articulagdo de varios estimulos mecénicos, tais como tracdo, compresséo,
cisalhamento e forgas de tor¢cdo (HONDA et al., 2000; TERAMOTO et al., 2003). Colagenos
sdo as estruturas que fornecem resisténcia as forcas de tracéo das cartilagens, enquanto que as
forcas de compressao estdo relacionadas com a presenca dos PTG (KUBOKI et al., 1997;
MAO, RAHEMTULLA e SCOTT, 1998; STEGENGA et al., 1991; YANAGISHITA, 1993).

O tipo de magnitude de forca parece estar intimamente relacionada com o
metabolismo da MEC da cartilagem (HONDA et al.,, 2000). Sob condi¢cbes normais
fisiologicas, niveis adequados de forcas mecanicas sdo um regulador importante para o
metabolismo dos condrocitos (BACHRACH et al.,, 1995; HOLMVALL et al.,, 1995;
LARSSON, ASPDEN e HEINEGARD, 1991), sendo um pré-requisito para manter as
propriedades da MEC de uma cartilagem saudavel (URBAN, 1994), além de estimular a
sintese de DNA e de PG e auxiliar na diferenciacdo dos condrécitos (DE WITT et al., 1984;
ELDER et al., 2000; INOUE et al., 1990; TAKAHASHI et al., 1998). Entretanto, forcas
mecanicas excessivas tém sido reconhecidas como um dos fatores de degradacdo da MEC da
cartilagem e uma das principais causas da osteoartrite (OA) (FUJISAWA et al., 1999;
OSTENDOREF et al., 1995; VINGARD, 1994, VINGARD, ALFREDSSON e MALCHAU,
1997a; 1998b).

A OA ¢ uma doenca degenerativa multifatorial progressiva (DAHLBERG et al., 2000;
FUJISAWA et al., 1999) que pode afetar qualquer articulacdo que seja constantemente
submetida as forcas mecénicas, tal como a articulagdo témporo-mandibular (ATM) e o joelho.
Ela pode provocar dor articular, progressiva limitacdo de movimentacdo (JEFFREY,
THOMSON e ASPDEN, 1997; FUJISAWA et al.,, 1999), perda gradual do tecido
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cartilaginoso articular, esclerose, mudancas cisticas ¢sseas e formacdo de ostedfito
(FUJISAWA et al., 1999). Na OA, a perda de componentes da MEC parece ser o responsavel
pela incapacidade de reparo funcional e pela sintomatologia da dor (OSTENDOREF et al.,
1995).

Dentre os diversos tipos de forcas mecanicas, a forca ciclica parece ser a mais
relevante para a etiologia da OA (OSTENDORF et al., 1995). Vérios estudos tém
demonstrado que a exposi¢cdo do tecido cartilaginoso as forcas mecéanicas pode levar a uma
diminuicdo (LARSSON, ASPDEN e HEINEGARD, 1991; PALMOSKI e BRANDT, 1984;
STEINMEYER et al., 1993; TORZILLI et al., 1997), aumento (FARQUHAR et al., 1996;
KORVER et al., 92; LARSSON, ASPDEN e HEINEGARD, 1991; OSTENDORF et al.,
1995; PALMOSKI e BRANDT, 1984; PARKKINENE et al., 1992) ou nenhuma alteracédo
(FARQUHAR et al., 1996) da sintese de MEC pelos condrocitos.

O metabolismo da MEC esta associado com a intensidade, duracdo e tipo de forga
aplicada (DE WITT et al., 1984; INOUE et al., 1990; PALMOSKI, COLYER e BRANDT,
1980; PALMOSKI, PERRICONE e BRANDT, 1979). Apesar da degradacdo da cartilagem
parecer ser causada por uma forca continua e excessiva, 0 mecanismo de degeneracdo da
MEC em relacdo as forcas mecanicas ainda permanece obscura (HONDA et al., 2000),
principalmente entre os condrdécitos de diferentes cartilagens articulares.

Portanto, considera-se importante entender o comportamento e o metabolismo da
MEC do tecido cartilaginoso em relacéo as forgas mecanicas, para uma melhor compreenséo

da patologia fisiologica das desordens témporo-mandibulares (TERAMOTO et al., 2003).
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 Tecido cartilaginoso

A cartilagem é um tipo de tecido conjuntivo de consisténcia rigida, composta por uma
extensa matriz extracelular (MEC) heterogénea, com uma populacdo de células especializadas
e denominadas condrocitos (BACHRACH et al., 1995; HARDINGHAM e BAYLISS, 1990;
HOLMVALL et al., 1995; SICZKOWSKI E WATT, 1990). A matriz consiste basicamente de
uma rede densa de fibras de colagenos (95% do tipo II) (HOLMVALL et al., 1995)
embebidos em uma solugdo concentrada de proteoglicanos (PTG) agregados, chamados de
agrecanos (BACHRACH et al., 1995; HOLMVALL et al., 1995; SICZKOWSKI e WATT,
1990). A interacdo desses componentes da matriz com a por¢do aquosa (agua e sais) fornece
as propriedades vitais Unicas para a funcdo do tecido. A cartilagem articular exibe um
comportamento mecanico viscoelastico, que resulta na resisténcia da MEC ao fluxo do fluido
intersticial (BACHRACH et al., 1995).

Histologicamente, o tecido cartilaginoso apresenta varias camadas distintas de
cartilagem. A zona mais superficial, ou seja a que se encontra mais afastada do 0sso, é uma
camada fina de cartilagem que contém condrdcitos mais alongados. A zona intermediaria ou
de transicdo consiste de células redondas ou ovais. Na camada mais profunda, as células séo
mais largas do que as de outras areas mais superficiais, sdo redondas e podem ser encontradas
em colunas verticais. Finalmente, entre a camada mais profunda e o 0sso, ha a camada de
cartilagem hipertrofica. Além da variedade de morfologia e densidade celular em relacéo a
distancia da superficie articular, existe também a variedade de composicdo bioquimica e
propriedades fisicas da MEC (SICZKOWSKI e WATT, 1990). A quantidade de PTG, a
composicao dos glicosaminoglicanos e as propriedades dos agrecanos também podem variar
de acordo com a profundidade do tecido cartilaginoso (SICZKOWSKI e WATT, 1990).

O tecido cartilaginoso é sintetizado e mantido pelos condrécitos que encontram-se
dispersos na matriz. No humano adulto, essas células representam menos do que 10% do
volume total do tecido cartilaginoso (BACHRACH et al., 1995). Algumas proteinas da
cartilagem, tais como os colagenos tipo Il e VI, fibronectina e condroaderina parecem
participar da adesdo de condrocitos isolados e auxiliam na interacdo entre os condrocitos e a
MEC (LOESER, 1993).
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O processo de crescimento do tecido cartilaginoso é complexo e consiste de varios
estagios (CASTAGNOLA et al., 1988; CHEN e JOHNSON, 1995). No primeiro estagio, 0s
condrdcitos em repouso sdo ativados e entram no processo de divisdo celular. Nessa fase, o
aumento do numero de células resulta em crescimento da cartilagem. Os condrécitos em
proliferacdo sintetizam coldgeno tipo Il, agrecanos e proteinas de ligacdo. No segundo
estagio, os condrdcitos cessam a proliferagdo, iniciam o processo de maturacdo e aumentam a
producdo de matriz. Esse incremento da deposicdo de matriz também conduz ao crescimento
do tecido cartilaginoso (WU e CHEN, 2000). Na terceira fase, os condrécitos se tornam
hipertréficos e sintetizam colageno tipo X (SCHMID e LINSENMAYER, 1983). O aumento
do tamanho da célula também contribui para o crescimento da cartilagem em volume. Os
condrocitos em processo final de diferenciacdo hipertrofica, sofrem apoptose (morte celular
programada) e a cartilagem € substituida por formacdo éssea. Portanto, o0 crescimento da
cartilagem pode ser atribuido ndo apenas a proliferagdo dos condrocitos, mas também ao seu
processo de diferenciacdo, isto é, maturacéo e hipertrofia. De maneira contraria, apoptose e
degradacdo da matriz da cartilagem podem inibir o processo de crescimento. N&o esta claro
ainda em qual dos estdgios de desenvolvimento celular, as forgas mecanicas regulam o
crescimento da cartilagem; se é durante a proliferacdo, a maturacéo, a hipertrofia, a apoptose,
ou se em todos essas fases (WU e CHEN, 2000).

O tecido cartilaginoso desempenha diversas funcdes, tais como, sustentar os tecidos
moles, revestir superficies articulares onde absorve choques, diminuir a friccdo e contribuir
para 0s deslizamentos funcionais (HARDINGHAM e BAYLISS, 1990; JEFFREY,
THOMSON e ASPDEN, 1997). Além disso, a cartilagem €é essencial para a formacdo e
crescimento dos o0ssos longos (HARDINGHAM e BAYLISS, 1990; LEIPZIG e
ATHANASIOU, 2007). Como o tecido cartilaginoso é desprovido de vasos linfaticos e de
nervos, a MEC ¢ utilizada como trajeto para a difusdo de substancias entre 0s vasos
sanglineos do tecido conjuntivo circundante e os condrocitos (HARDINGHAM e BAYLISS,
1990). As propriedades mecéanicas da cartilagem sdo definidas pela sua composicdo e
estrutura. Fibras colagenas, as quais sdo resistentes a tensées, fornecem o reforco para os PTG
que sdo altamente hidratados, porém pobres mecanicamente e formam um material composto
fibroso. Nesse material, as fibras possuem um determinado comprimento para suportar e
transferir as forcas entre os componentes da matriz (JEFFREY, THOMSON e ASPDEN,
1997).



31

1.2 Condrdcitos

Os condrdcitos sdo o0s Unicos tipos de células que compdem a cartilagem. Essas
células estdo envolvidas na regulacdo da homeostase da cartilagem, no controle da quantidade
normal de moléculas da matriz, integracdo das moléculas a funcionalidade da matriz e
remodelamento de acordo com a variabilidade das forgcas mecénicas e funcionais
(HOLMVALL et al., 1995). Os condrdcitos encontram-se dispersos na matriz e sdo 0s
responsaveis pela sintese e manutencdo dos componentes da matriz extracelular (MEC)
(BACHRACH et al., 1995; HARDINGHAM e BAYLISS, 1990).

As células respondem ao meio em que se encontram regulando a MEC. Esses
estimulos podem variar desde fatores de crescimento e citoquinas, concentracdo dos
componentes da MEC até forcas mecanicas, abrangendo deformacéo, pressao hidrostatica e
fluxo de fluidos e ions (BACHRACH et al., 1995). Nas doencas degenerativas, tal como a
osteoartrite, 0s processos de anabolismo e catabolismo dos componentes da matriz
encontram-se em desequilibrio, o que pode causar uma degeneracdo da rede dos componentes
e conseqliéntemente, uma alteracdo das propriedades biomecénicas da MEC (DAHLBERG et
al., 2000; OSTENDOREF et al., 1995).

Little e Ghosh (1997) acreditam que a cartilagem articular de diferentes articulacGes
contém populacbes de condrocitos de fenotipos distintos e que fatores ambientais podem
influenciar na determinacao do fendtipo dos condrdcitos pés-nascimento (LITTLE e GHOSH,
1997). Foi verificado que a densidade celular da cartilagem articular demonstrou um leve
declinio durante o periodo pds-natal até a maturidade esquelética, apos a qual se manteve
relativamente estavel (STOCKWELL, 1971; VIGNON et al., 1976). Essa reducdo pos-natal
do numero de condrdcitos pode estar relacionada com a perda seletiva das células da zona
superficial e/ou com a dificuldade de distingdo das zonas populacionais dos condrocitos que
ndo é visivel até a maturidade esquelética (HOWARD e ANASTASSIADES, 1993). Portanto,
acredita-se que forcas mecéanicas pds-natal aplicadas sobre as diferentes regides da articulacdo
podem influenciar no processo de selecdo das células dessas regibes (LITTLE e GHOSH,
1997). Kantomaa, Tuominen e Pirttiniemi (1994) observaram ainda que forcas mecéanicas
tiveram a capacidade de modular a maturacdo e a diferenciacdo dos condroblastos nas
cartilagens articulares do condilo mandibular do rato durante a maturagdo. Foi verificado que
forcas mecénicas excessivas podem atrasar a maturacdo e a diferenciacdo das células

mesenguimais em condrdcitos (BASDRA et al., 1994).
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A variedade dos tipos de populacdo de condrécitos parece estar relacionada também
com as diferentes camadas de profundidade do tecido cartilaginoso (LITTLE e GHOSH,
1997; SICZKOWSKI e WATT, 1990) e essa diversidade parece estar associada com a
magnitude e os tipos de forca a qual a cartilagem articular é submetida (BULLOUGH et al.,
85; EGGLI, HUNZIKEER e SCHENK, 1988). Siczkowski e Watt (1990) observaram que as
células das camadas mais profundas da cartilagem depositaram maior quantidade de MEC do
que as células das zonas mais superficiais. Porém, esses autores também notaram que a taxa
de crescimento para ambas as populacdes de condrdcitos foram similares, apesar de que as
culturas das zonas mais superficiais apresentaram uma menor densidade celular final. Além
disso, Salter, Godolphin e Gourlay (1995) concluiram que os condrécitos de diferentes fontes
e de diferentes estagios de desenvolvimento, tanto in vivo quanto in vitro, também mostraram
uma heterogeneidade na expressao de moléculas de adeséo, como por exemplo, de integrinas.

Em placas de cartilagem em crescimento, foi verificado que os condrdcitos modificam
a producdo dos componentes da MEC, tal como o colageno tipo Il, conforme passam pela
sequéncia de estagios de proliferacdo, hipertrofismo e degeneracdo celular (HORTON e
MACHADO, 1988). Essas diferencas refletem em parte a heterogeneidade das atividades dos
condrécitos (AYDELOTTE e KUETNER, 1988; AYDELOTTE, GREENHILL e
KUETTNER, 1988). Interacbes entre células e o meio circundante de MEC e via de
receptores especificos de superficie, sdo importantes para o controle de diferenciacdo e
regulacéo da funcao tecidual (HYNES, 1992).

Ainda permanece obscuro a maneira como 0s condrocitos traduzem o0s sinais
mecanicos extracelulares para o nucleo, onde os genes sdo expressos. Células mecéanico-
sensitivas podem traduzir as forcas externas em sinais bioquimicos através de receptores
membranosos (DAVIES e TRIPATHI, 1993; SACHS, 1991; WANG, BUTLER e INGBER,
1993) ou transmitir diretamente as forcas da MEC as estruturas intracelulares (DAVIES e
TRIPATHI, 1993). Em ambos 0s casos, parece ser mais evidente que o0s condrdcitos
respondem aos estimulos mecanicos que ocorrem no nivel local ao redor da célula, do que aos
gue acontecem na totalidade do tecido articular (MOW et al., 1994).

Estudos sobre as populacdes distintas de condrécitos em diferentes articulacoes, a
variabilidade de resposta ao estimulo de catabolismo e anabolismo e a expressdo de regulacéo
e atividade das moléculas em associacdo com proteinas de ligacdo especificas da MEC séo
fatores fundamentais para a compreensdo dos processos de desenvolvimento e formagéo da
cartilagem quando em casos de doenga degenerativa, como a osteoartrite (LITTLE e GHOSH,
1997).



33

1.3 Proteoglicanos

Os proteoglicanos (PTG) sdo macromoléculas que compdem a matriz extracelular
(MEC) e representam uma classe especial de glicoproteinas. Os PTG sdo formados por uma
proteina central com uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos ligadas covalentemente.
Essas estruturas possuem um dos aglcares aminado e sulfatado, sdo cadeias longas, lineares e
compostas por unidades dissacaridicas repetidas (geralmente um acido hexurdnico e uma
hexosamina), carregadas negativamente em condi¢des fisiologicas devido a presenca de
grupos sulfato e acido urico (POLLARD e EARNSHAW, 2004). As cadeias de
glicosaminoglicanos sdo ligadas covalentemente com a proteina central dos PTG através de
estruturas oligossacaridicas especificas. Os PTG séo classificados em categorias de acordo
com a natureza dessa cadeia glicidica, que podem ser de sulfato de condroitina, sulfato de
dermatano, heparina, sulfato de heparano, sulfato de queratano ou hialuronato (POLLARD e
EARNSHAW, 2004). A producdo de PTG rico em sulfato de condroitina, por exemplo,
parece estar associada a resposta dos condrdcitos a degradacdo da matriz, que geralmente
ocorre em casos de doengca como a osteoartrite (SANDY, BROWN e LOWTHER, 1980).
Além disso, ja foi verificado que tanto em suinos como em humanos, as cartilagens mais
imaturas apresentaram maiores concentracfes dessa atividade bio-sintética do que os tecidos
mais maduros (SANDY, BROWN e LOWTHER, 1980).

Muitas células, incluindo as células dos vertebrados, sintetizam PTG. A maioria é
secretada na MEC onde sdo o maior constituinte da cartilagem, tecido conectivo e membrana
celular (LEHNINGER, NELSON E COX, 2004; POLLARD e EARNSHAW, 2004). Os
componentes protéicos dos PTG séo sintetizados nos ribossomas e tranferidos para o reticulo
endoplasmatico rugoso. A ligacdo com glicidios é feita no complexo de Golgi em varias
etapas que envolvem atividade enzimatica, onde cada agucar é ligado individualmente. Os
PTG uma vez completados, sdo transportados por vesiculas e secretados para a MEC. Na
MEC, os PTG estdo envolvidos na ligacdes de cations como sodio, potassio, calcio e de agua,
participam da regulacdo do movimento molecular através da matriz e formam ainda proteinas
fibrosas (como colagenos) (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1995). De acordo com Sandy,
Brown e Lowther (1980), essa taxa de sintese de PTG produzida pelos condrécitos parece ser
controlada pela concentracdo extracelular de macromoléculas na cartilagem. A ativacdo da
sintese de PTG poderia ser estimulada por exemplo, como uma resposta a perda de PTG na

MEC. Apesar do conhecimento de que os condrocitos respondem as alteracbes de
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concentracdo de PTG modificando a sua taxa de sintese, 0 mecanismo pelo qual as células
alcangam esse estado metabdlico modificado ainda permanece obscuro (SANDY, BROWN e
LOWTHER, 1980).

A capacidade dos glicosaminoglicanos de atrair cations e agua, confere aos PTG a
funcdo de dar a MEC uma caracteristica hidratada e estdo associado com a producdo de
pressdo hidrostatica no fluido intersticial. A resisténcia a compressdo estd basicamente
relacionada com a densidade dos PTG e, mais especificamente, com a quantidade de sulfato
de condroitina presente (YANAGISHITA, 1993).

Slowman and Brandt (1986) analisaram todas as camadas do tecido cartilaginosos de
diferentes regides da articulacdo e verificaram que as regibes da cartilagem que foram
submetidas as forgas mais intensas apresentaram maior quantidade de PTG do que as areas
que receberam menos carga (SLOWMAN e BRANDT, 1986; MURATA e YOKOYAMA,
1987). Siczkowski e Watt (1990) observaram também que as camadas mais superficiais da
cartilagem articular contém menor concentracdo de PTG do que as areas mais profundas. No
entanto, Little e Gosh (1997) acreditam que a diversidade do tipo de populacdo dos
condrocitos ndo influencia no metabolismo de PTG.

Segundo Aydelotte, Greenhill e Kuettner (1988), a relacdo entre a profundidade da
cartilagem e o metabolismo de PTG parece estar associada com os fendtipos distintos dos
condrdcitos. A diferenciacdo dos condrdcitos que ocorre de acordo com a profundidade da
cartilagem parece estar mais relacionada com a maturacgéo celular do que ser considerada um
fendmeno inerente. A variacdo de metabolismo de PTG de acordo com as populacdes de
condrécitos das camadas mais profundas da cartilagem tém sido atribuida a diferenca de
matriz e, mais especificamente, com a densidade ou a quantidade de PTG ao redor dos
condrécitos (GRUSHKO, SCHNEIDERMAN e MAROUDAS, 1989; SCHNEIDERMAN,
KERET e MAROUDAS, 1986). Uma vez que a distribuicdo de PTG parece variar de acordo
com a area da cartilagem, é esperado que haja diferencas regionais de resisténcia a forca de
compressdo (DEL SANTO et al., 2000; SHIBATA et al., 2001; HU et al., 2001).

Uma das técnicas basicas utilizadas para avaliar o metabolismo dos
glicosaminoglicanos e PTG € através da andlise in vitro da incorporacdo de precursores
radioativos no tecido cartilaginoso. Os estudos que usam isotopos radioativos geralmente
utilizam o [*S] sulfato para avaliar o metabolismo de PTG tanto em tecidos considerados
saudaveis como naqueles com processos patoldgicos em desenvolvimento (JEFFREY,
THOMSON e ASPDEN, 1997; SANDY, BROWN e LOWTHER, 1980).
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1.4 Colagenos

Os colagenos sdo uma das proteinas que constituem a matriz extracelular (MEC) do
tecido cartilaginoso e sdo responsaveis por grande parte das suas propriedades fisicas. No ser
humano, existem pelo menos 28 tipos de colagenos e cada um com uma funcéo especifica.

Um dos grandes desafios na area de bioquimica tem sido desvendar os diversos tipos
de moléculas geneticamente distintas de colagenos nos tecidos conjuntivos dos vertebrados.
Essas moléculas especializadas devem se adaptar as diversidades estruturais das matrizes dos
tecidos vertebrados e séo especificas para cada tipo de tecido (EYRE e MUIR, 1975).

Os colagenos tipo Il sdo produzidos pelos condrocitos e estdo presentes na cartilagem
hialina e na cartilagem elastica (EYRE e MUIR, 1975; DAHLBERG et al., 2000;
JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1995). Esse tipo de coldgeno nédo produz feixes de fibras e sdo
encontrados nos discos intervertebrais, olhos e cartilagens articulares (EYRE e MUIR, 1975).
A morfologia das fibras de colageno tipo Il é semelhante em todos esses tecidos, apenas
apresentam um diametro mais estreito quando comparado as fibrilas do colageno tipo I. Como
exemplos de outros tipos de colagenos, existem o tipo I, 0 mais comum, presente na
cartilagem fibrosa, tecido conjuntivo frouxo e denso, forma fibras e feixes e constitui 0s
0ss0s, tenddes e peles; o tipo 111, que forma as fibras reticulares e se encontram na pele, aorta
e pulmdes; o tipo 1V, que aparece na lamina basal e € um dos componentes da membrana
basal dos epitélios, estd presente nas lentes da capsula ocular e glomérulos; o tipo V, presente
nos 0ssos, tenddes e sangue; o tipo VI, existente no sangue e na placenta; o tipo VII, presente
nas membranas corioaminidticas; o tipo VIII, presente no endotélio; o tipo IX, encontrado na
cartilagem e cornea retina e, os tipos X, XI e XII, presentes na cartilagem (EYRE e MUIR,
1975; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1995).

A cartilagem articular é composta por um tecido que contém uma rede de fibras de
colageno tipo Il ligada aos proteoglicanos. O colageno tipo Il consiste de trés cadeias-o
idénticas, que formam um monémero triplice helicoidal e ddo origem a fibrilas, as quais
contém também colagenos tipo IX e XI. Dentro dessa rede fibrilar, existe ainda uma grande
quantidade de proteoglicanos agregados, denominados agrecanos. A capacidade de suportar
forcas de compressdo depende do grau de tumefagdo provocado pela hidratacdo dos
agrecanos, a qual normalmente é suportada pelos colagenos tipo Il (DAHLBERG et al.,
2000).
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A clivagem do colageno tipo Il parece ser mediada primariamente pelas enzimas
colagenases que pertencem a familia das metaloproteinases (MMP). Trés tipos de colagenases
humanas, colagenase 1 (MMP-1), colagenase 2 (MMP-8) e colagenase 3 (MMP-13), séo
capazes de clivar a triplice helicoidal do colageno tipo Il entre os residuos de glicina (775) e
da leucina (776).

O tipo de colageno produzido pelas células da cartilagem pode ser alterado como
resposta a alguma doenca ou lesdo articular. Tem sido sugerido que nos casos de osteoartrite,
a cartilagem articular passa a formar mais colageno tipo | e que os condrdcitos em cultura
tendem a substituir a sintese de colageno do tipo Il para o tipo | (EYRE e MUIR, 1975). Ja
Dahlberg et al. (2000) verificaram em seu estudo que nos casos de osteoartrite, ha um
aumento da degradacdo de colageno tipo Il pela enzima colagenase que cliva a sua triplice
hélice. Na osteoartrite, ocorre uma perda progressiva da capacidade da cartilagem de resistir
as forcas de tracdo, ha um aumento da quantidade aquosa na composicdo da matriz e uma
perda de PTG decorina, biglicanos e agrecanos (DAHLBERG et al., 2000).

1.5 Agrecanos

Os glicosaminoglicanos sulfatados ligam-se covalente a uma cadeia protéica (core-
proteina) e formam uma das mais complexas macromoléculas bioldgicas, os proteoglicanos
(PTG) agregados, ou agrecanos. Estes PTG agregados sdo encontrados na matriz do tecido
conjuntivo de todos os seres humanos. Devido as suas propriedades elasticas, uma das suas
principais funcbes na cartilagem é a de torna-la capaz de sofrer mdltiplas deformidades
reversiveis. Os agrecanos ligam-se quimicamente ao colageno e esta associacao é responsavel
pela resisténcia da cartilagem as pressbes, que depende principalmente de dois fatores:
1) interacdo do coldgeno com as PTG através das ligacdes entre os grupos sulfato dos
glicosaminoglicanos e grupos basicos do colageno; e 2) turgescéncia da substancia da matriz
cartilaginosa, devido a intensa hidrofilia dos glicosaminoglicanos (JUNQUEIRA e
CARNEIRO, 1995).

Os agrecanos logo que sdo secretados pelos condrécitos fixam-se nas moléculas de
acido hialurénico, formando o "complexo agregado de PTG" (Fig. 1). A regido de ligacdo é
formada pelo acido hialurénico, pelos PTG e por uma proteina de ligagdo. Essa triplice jungdo

forma uma estrutura fortemente estdvel e muito resistente a digestdo proteolitica
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(KUETTNER e THONAR, 1998). Os glicosaminoglicanos, como os sulfatos de queratina e
sulfatos de condroitina ligam-se ao segmento de PTG, que por sua vez, através de uma
proteina de ligacdo, liga-se ao &cido hilaurénico (PERIN et al., 1987). As moléculas dos
sulfatos de condroitina que através de ligacBes eletroestaticas com a fibras colagenas,
contribuem para a rigidez da matriz (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1995). Alguns
oligossacarideos, tais como, N-oligossacarideos e C-oligossararideos ligam-se também a
cadeia protéica central (MORGELIN et al., 1988).

Colageno
(tipo 11)

Colageno
(tipo 11)

Figura 1: Representacdo esquematica de um complexo agregado de proteoglicano, composto
pelo acido hialurdnico (HA), proteoglicano e proteina de ligacdo. JUNQUEIRA e
CARNEIRO. Histologia basica. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, ¢1995. 102p. il.

O maior PTG agregado, agrecano, contém até 100 cadeias de moléculas de
glicosaminoglicanos com muitos grupos de sulfato e carboxilato. O numero de
glicosaminoglicanos ligados a core-proteina pode variar de uma (decorina) a mais de 200
moléculas. Uma core-proteina especifica pode ter idénticas (fibroglicanos, glipicano,

versicano), ou diferentes (agrecanos, serglicina, sindecano) glicosaminoglicanos (POLLARD
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e EARNSHAW, 2004). O quadro 1 resume 0s tipos de core-proteinas, os glicosaminoglicanos
e a funcdo dos agrecanos no tecido cartilaginoso. Os agrecanos séo retidos em altas
concentragdes dentro da rede de colageno, o que cria uma alta pressdo osmética e libera agua
para o0 tecido Essa tumefacdo € equilibrada pela tensdo nas fibras colagenas.
(HARDINGHAM e BAYLISS, 1990).

A quantidade de agrecanos e a proporcdo de sulfato de queratina ligada as
subunidades de agrecanos parece aumentar de acordo com a profundidade das camadas de
cartilagem (FRANZEN et al., 1981; ZANETTI, RATCHLIFFE e WATT, 1985), na zona
superficial a quantidade de PTG ndo-agregados é majoritaria (KORVER et al., 1990;
KORVER et al., 1992; POOLE et al., 1986).

Tipo Core-proteina Glicosaminoglicanos | Expressao Funcéo
PTG
Agrecanos | Um-gene, proteina 100-150 cadeias de | Cartilagem Ligar o &cido
250-kD com sulfato de queratina hialurdnico a
proteina de ligacéo, > 150 cadeias de proteina de ligacdo,
lectina e dominios | sulfato de condroitina hidratar e preencher
regulatorios a matriz extracelular
complementares

Quadro 1: Resumo dos tipos de core-proteinas, glicosaminoglicanos e funcdo das moléculas
de agrecanos. POLLARD e EARNSHAW. Cell Biology. Philadelphia: Saunders, 2004.
p. 496.

1.6 Estimulo mecéanico

A forca mecénica tem um papel importante na morfogénese tecidual (WU e CHEN,
2000) e no metabolismo extracelular (BACHRACH et al., 1995; WU e CHEN, 2000). A
homeostase da cartilagem € regulada pela for¢ca mecénica ndo apenas durante a formacao

6ssea endocondral, mas também para o reparo de uma fratura e o remodelamento esquelético
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em um adulto (JONES, KLAMFELDT e SANDSTROM, 1982; KIM et al.,, 1994,
SCHNEIDERMAN, KERET e MAROUDAS, 1986). No entanto, ainda ndo estd bem
esclarecido como essa formagdo éssea € ativada pelo estimulo mecénico e como ocorre 0
processo de traducdo de recebimento e conversdo dos sinais mecénicos em crescimento
tecidual e regeneracdo 6ssea (HOLMVALL et al., 1995; WU e CHEN, 2000).

Sachs (1991) acredita que forgas mecénicas alteram a forma e o tamanho celular. Essa
modificacdo celular estimularia a producdo de mensageiros secundarios intra-celulares,
através de canais de ions ativados e ndo ativados presentes na membrana do plasma (SACHS,
1991) ou através de mudancas de conformacdo do citoesqueleto (BEN-ZE’EV, 1991). Sabe-
se que a forca mecénica estimula a deformacdo da matriz, a qual regula a proliferacdo e
diferenciagdo dos condrocitos por duas vias de transmissdo mecanica. Uma atraves de canais
de ions que quando ativados aumentam 0s sinais mecanicos e a outra através dos canais de
calcio que estdo envolvidos na transmissao desses sinais para o interior da célula (SACHS,
1991; WU e CHEN, 2000). No entanto, ainda ndo se tem conhecimento de como esses canais
de ions transmitem os sinais mecénicos para regulacdo, a proliferacdo e a diferenciacdo
celular. O estudo de Wu e Chen (2000) sugere que a deformacdo da matriz colageno pode
afetar mecanicamente a abertura e o fechamento desses canais de ions. Porém necessita-se
determinar ainda se esse mecanismo € o responsavel pelo envolvimento dos canais de ions na
traducdo mecénica pelos condrdcitos.

Trés resultados sobre a influéncia do estimulo mecéanico na diferenciacdo dos
condracitos ja foram sugeridos. O primeiro é que a forca mecanica aceleraria o processo de
diferenciacdo celular e alguns marcadores especificos, como o matrilin-1, e colagenos seriam
expressos precocemente. O segundo é que se a carga de forca potencializasse a diferenciacédo
celular, marcadores especificos seriam expressos em grande extensdo. O terceiro resultado é a
combinacdo das duas primeiras possibilidades, ou seja, o estimulo mecénico aceleraria e
potencializaria o processo de diferenciacéo celular (WU e CHEN, 2000).

A forca mecéanica influencia na formacéao e adaptacdo 6ssea (TURNER, 1998). Cargas
mecanicas ndo equilibradas podem ter um efeito supressivo na ossificacdo endocondral
alterando o metabolismo dos condrdcitos ou provocando danos aos sitios de crescimento
(OHASHI et al., 2002). Porém, quando forcas mecéanicas adequadas sdo aplicadas sobre as
células, a tensdo mecéanica pode contribuir para o crescimento cartilaginoso em qualquer
estagio de desenvolvimento dos condrdcitos (WU e CHEN, 2000).

O tecido 0sseo possui a capacidade de adaptar a sua massa e a sua estrutura as forgas

mecénicas do meio circundante. As cargas mecanicas usadas pelo esqueleto durante a funcéo
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normal (por ex. locomogdo e mastigacdo) sdo dindmicas, apresentam constantemente
mudancas nas magnitudes e nas diregdes. Uma vez que as forcas tipicas da fun¢do normal é
de natureza dindmica, considera-se teoricamente que a adaptacdo éssea deva ocorrer através
de sinais provenientes mais das forcas dindmicas do que das estaticas (ROBLING et al.,
2001).

Numerosos experimentos in vivo mostraram que 0 0sso é sensivel e responde
anabolicamente as forcas dindmicas (CHURCHES e HOWLETT, 1982; RAA-CULLEN et
al., 1994; RUBIN e LANYON, 1984; TURNER, OWAN e TAKANO, 1995). Tem sido
demonstrado que as forcas ciclicas de tracdo causam menos desgaste na cartilagem
(JEFFREY, THOMSON e ASPDEN, 1997) e estimulam mais a sintese de MEC do que as
forcas estaticas (HOLMVALL et al., 1995; LARSSON, ASPDEN e HEINEGARD, 1992;
WANG e MAO, 2002 a, b; WU e CHEN, 2000). Wu e Chen (2000) aplicaram nos
condraécitos extraidos do tecido cartilaginoso do 0sso esterno de aves embrionarias, forcas
ciclicas de 5% de alongamento, durante 15 min. / h., por 48 h. Eles verificaram que forcas
mecanicas ciclicas foram capazes de aumentar a proliferacdo dos condrocitos em mais de
30%, além de estimular a maturacdo e a hipertrofia da matriz. Holmvall et al. (1995)
submeteram forcas ciclicas de 24% de alongamento durante 3 h. em condrdcitos de origem
bovina e observaram também que forcas ciclicas aumentaram a expressao de colageno tipo Il
e agrecanos no RNAm celular.

Bachrach et al. (1985) avaliaram a sintese de [*S] sulfato quando forcas estaticas de
compressdo com magnitude de 0,1 MPa, foram aplicadas durante 10 min. e 20 h. em
condracitos de tecido articular. Os resultados indicaram que a resposta das células as forcas
estaticas foi bimodal, isto é, a forca estatica quando aplicada por 10 min. demonstrou um
efeito de estimulo para a incorporagdo de [*°S] sulfato, no entanto quando aplicadas por 20 h.,
causaram uma inibicdo da sintese de PTG. Estudos sobre os efeitos das forcas estaticas sobre
a adaptacdo dssea tém-se demonstrado inconsistentes, incluindo supressdo da formagdo Gssea
(HERT, LISKOVA e LANDRGOT, 1969), sem resposta (HERT, LISKOVA e LANDRGOT,
1969; LANYON e RUBIN, 1984) e perda 6ssea (LANYON e RUBIN, 1984).

Wang e Mao (2002a) aplicaram forcas de tracdo ciclicas e estaticas de 2 N na maxila
de coelhos durante 20 min. / dia por 12 dias. Esses autores observaram nos sitios de
crescimento da base do cranio dos coelhos que as forgas ciclicas estimularam mais a
condrogénese (870 + 130 um) do que as forcas estéticas (654 + 29 um) e do que 0S grupos
controles ndo submetidos a nenhum tipo de forca (566 + 47 pm). Estimulos mecénicos

oscilatérios estdo associados com forcas de infinitas combinacdes de freqiiéncias e dosagens.



41

A observacdo de que as forcas mecénicas oscilatorias aceleram a condrogénese nos sitios de
crescimento da base craniana, sugerem que as forcas ortopédicas craniofacial devem ser
dindmicas para se obter os efeitos terapéuticos desejados (WANG e MAO, 2002a). Cabe
ressaltar entretanto, que alguns autores encontraram efeitos osteogénicos positivos associados
as forcas estaticas (HASSLER et al., 1980; MCDONALD, YETTRAM e MACLEOD, 1994;
MEADE et al., 1984).

Bachrach et al. (1995) observaram através de analise matematica que durante a tracdo
tecidual, pressdes intra-celulares sdo geradas. Essas forcas atuam de forma diferente no
interior das células e na MEC (BACHRACH et al., 1995; GUILAK e MOW, 1992). As &reas
mecanicas intra-celulares ndo sdo uniformes e variam com o tempo, principalmente quando a
permeabilidade da célula é menor do que a da matriz. Evidentemente, as propriedades
mecénicas das células tém um efeito consideravel no meio intra-celular (BACHRACH et al.,
1995).

Estudos de Robling et al. (2001) e Ohashi et al. (2002) observaram em ratos que
forcas de compressdo de 17 N provocaram alteracGes traumaticas, como fissuras na placa de
crescimento da ulna. Robling et al. (2001) aplicaram na ulna de ratos forcas de compresséo
estaticas e dinamicas de 17 N e forca estatica de 8,5 N diariamente, durante 10 min. por
2 semanas. Esses autores observaram que as forcas 17 N, tanto estatica quanto dinamica
causaram uma reducdo de 4% do tamanho da ulna, enquanto que a forca estatica de 8,5 N
causou um menor efeito supressivo no crescimento 6sseo aposicional de aproximadamente
2%. Esses autores concluiram que a supresséo do crescimento foi proporcional as magnitudes
das forcas, independente de ser do tipo estatica ou dindmica. Ohashi et al. (2002) aplicaram
forcas de compressdo com magnitudes de 17 N, 85 N e 4 N na ulna de ratos durante
10 min./ dia, por 8 dias e verificaram que as forcas de 17 N causaram um efeito supressivo de
aposicao Ossea e 0s sitios de crescimento ndo apresentaram recuperacdo 0ssea. No entanto,
apesar de os grupos submetidos as forcas de 8,5 N e de 4 N também terem apresentado uma
diminuicdo nos niveis de mineralizacdo longitudinal, os sitios de crescimento demonstraram
recuperacdo em 1 semana.

Wang e Mao (2002a) constataram que forcas de tracdo de 2N ndo causaram
rachaduras e nem angiogénese quando aplicados na base do cranio de coelhos. Ao contrario,
esses autores verificaram gque a magnitude de 2N atuou como um acelerador do crescimento
condral. Concluiram que o limite de forga mecénica para potencializar o crescimento condral

deve ser de até 2N.
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Apesar de ambas as forcas fisiologicas de tracdo e compressdo serem consideradas
importantes para o desenvolvimento condral (BACHRACH et al., 1995; FROST, 1979;
FROST, 1990), alguns autores afirmaram que a forca de compressdo parece estimular mais o
crescimento (FROST, 1979; FROST, 1990). Entretanto, os efeitos das forcas de tracdo na
cartilagem de crescimento tém recebido muita pouca atencdo e geralmente os estudos sobre
forca de tracdo estdo relacionados com pesquisas de perspectiva clinica de distracdo 6ssea
(WANG AND MAO, 2002 a,b). Apesar de ja ter sido observado em alguns estudos, um
aumento na altura das placas epifiseais como resposta as forcas de tracdo, o tipo de forca
aplicado foi estatico e continuo e em algumas vezes, ndao foi possivel determinar sua
magnitude (WILSON-MCDONALD e HOUGHTON, 90; PORTER, 1978). Poucos estudos
tém utilizado forcas ciclicas de tracdo, ou seja, forcas que oscilem rapidamente de magnitude
para avaliar a condrogénese nas placas de crescimento (WANG AND MAO, 2002 a,b).

Segundo Wu e Chen (2000), os estudos que avaliaram os efeitos das cargas mecanicas
sobre os condrocitos sdo de dificil realizacdo devido a complexidade da transferéncia de
tensbes mecénicas a cartilagem. Segundo esses autores, as forcas mecéanicas aplicadas na
cartilagem resulta em deformacéo da matriz, a qual gera um meio biofisico complexo dentro
do tecido, incluindo deformagdo mecanica direta sobre os condrocitos, efeitos eletrocinéticos,
pressdo hidrostatica e fluxo do fluido (BUSCHMANN et al., 1995; SMITH et al. 1997).
Além disso, no tecido cartilaginoso, os condrocitos estdo completamente circundados por
uma rede de matriz extracelular que também recebem sinais mecanicos de um ambiente
tridimensional. Todos esses fatores parecem ser importantes para 0 processo de transferéncia
das forcas mecanicas as células (WU e CHEN, 2000).

Para que as forcas mecanicas tenham algum efeito de estimulacdo extrinseca de
diferenciacdo dos condrocitos, essas células devem apresentar, primeiramente, um potencial
intrinseco de diferenciacdo celular (WU e CHEN, 2000). O esclarecimento dos eventos
mecanicos no nivel celular é necessario para compreender as respostas bioldgicas dos

condrdcitos as cargas mecanicas aplicadas sobre o tecido (BACHRACH et al., 1995).
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2 PROPOSICAO

1. Avaliar a expressdo de DNA (incorporagdo de [*H] timidina) sintetizada pelos condrocitos
dos tecidos cartilaginosos do condilo mandibular e do joelho de suinos, como resposta a
aplicacdo de tracdo de magnitudes de 2 kPa, 5 kPa e 10 kPa, durante o periodo de estimulo

mecanico de 12 h. e 24 h.

2. Analisar a sintese de proteoglicanos (incorporagdo de [*S] sulfato) produzida pelos
condrdcitos dos tecidos cartilaginosos das articulacées do condilo mandibular e do joelho de
suinos, como resposta a aplicacao de tracdo de magnitudes de 2 kPa, 5 kPa e 10 kPa, durante

0 periodo de estimulo mecanico de 12 h. e 24 h.

3. Avaliar a diferenca de expressdo de colageno do tipo Il e agrecanos no RNAm dos
condracitos dos tecidos cartilaginosos das articulacées do condilo mandibular e do joelho de

suinos, de acordo com os tempos (dias) de cultivo celular.
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Extracao e cultura celular

O protocolo desta pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica de Prote¢do ao Animall
da Universidade de Hiroshima, Japdo. O material utilizado, condilo mandibular e articulacéo
do joelho de suinos, foram obtidos em um abatedouro de animais, localizado na cidade de
Hiroshima, Japdo. Os espécimes foram mantidos sob refrigeracdo até a sua manipulagéo.

Todos os instrumentos e materiais utilizados nesse estudo foram previamente
autoclavados (High-Pressure Steam Sterilizer BS-325, Tomy, Téquio, Japdo) e a extragdo e
cultivo celular foram realizadas dentro de uma camara estéril (Bio Clean Bench, Sanyo U2
34-260, Hiroshima, Japéo).

Os condrécitos foram extraidos dos tecidos cartilaginosos das articulacdes de 27
condilos mandibulares e 36 joelhos de porcos, com idades entre 6 e 9 meses, sexo ndo
especificado (Fig. 2).

Figura 2: Tecidos cartilaginosos das articulagdes do porco: a) condilo mandibular; b) joelho.

Para cada extracdo celular, foram utilizados 3 céndilos mandibulares e 4 joelhos de
porcos. As superficies das cartilagens articulares foram limpas com iodo e liquido asséptico
de gluconato de clorexidina a 5% (Farmécia de manipulagdo, Universidade de Hiroshima,
Hiroshima, Japdo), utilizando-se pinca e gaze hidrofila. As articulagdes foram dissecadas

cuidadosamente logo apds o sacrificio do animal, removendo-se o tecido cartilaginoso com
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lamina de bisturi nimero 10 e pinga. Os condrécitos do condilo mandibular suino utilizados
nesse estudo eram provenientes da camada intermediaria de proliferagdo e maturacédo celular,
a qual se encontrava sob o tecido fibrocartilaginoso previamente removido (Fig. 3). Como a
articulagdo do joelho suino ndo apresenta revestimentos diferenciados, finas camadas de
tecido cartilaginoso foram diretamente extraidas da peca anatémica, descartando-se apenas a

camada mais superficial para evitar contaminacao.

Fibrocartilagem

Cartilagem

0Osso

Figura 3: Camadas de tecido do condilo mandibular suino.

Os fragmentos de cartilagem foram depositados em um recipiente de polistireno com
tampa, contendo uma solucédo salina tampéo de cloreto de sodio, fosfato de sodio e fosfato de
potassio (PBS). Os pedacos maiores de cartilagem foram cortados em fragmentos menores
com auxilio de uma lamina de bisturi namero 11 e pinca, para facilitar o processo de digestéo
tecidual. Para prevenir a contaminacdo, os fragmentos de cartilagem foram lavados 3 vezes
em PBS, e a cada lavagem, os recipientes de polistireno foram substituidos por um novo.
Apos a lavagem, os pedacos de cartilagem foram inoculados em potes estéreis de polistireno,
em solugdo de o-MEM contendo 3 vezes a concentracdo de antibioticos (penicilina,
kanamicin e anfotericin B) da solucdo padrdo de a-MEM (vide Apéndice A, pag. 88).

As cartilagens dessas duas articulacGes foram submetidas a um processo de digestdo
utilizando-se substancias enzimaticas, tais como, tripsin, acido etileno diamino tetra acético
(EDTA), actinase e colagenase (Worthington Biochemical Co., Lakewood, USA), como

descritas no quadro 2, pag. 34, a seguir:
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Tecido cartilaginoso Substéncias Enziméticas
g Tripsin + EDTA Actinase Colagenase
) ) 0,1% 0,2% 0,02%
Coéndilo mandibular
Tempo: 1 hora 12 horas
0,15% 0,2% 0,02%
Joelho
Tempo: 1 1/2 horas 15 horas

Quadro 2: Descricdo dos nomes e concentracdes das substancias enzimaticas e o tempo
utilizado para o processo de digestdo das cartilagens do condilo mandibular e do joelho de

suinos.

Com objetivo de aumentar o efeito das substancias enziméticas e auxiliar no processo
de digestdo do tecido cartilaginoso, os fragmentos cartilaginosos foram mantidos, durante a
noite, em potes fechados de polistireno contendo uma cépsula imantada que ficava em
constante movimentacdo rotatoria. Os condrocitos eram mantidos em uma incubadora
umidificada com condices constantes de temperatura de 37 grau Celsius (°C) e atmosfera de
5% de di6xido de carbono (COy).

ApoOs o periodo de 12 a 15 horas sob o efeito da enzima colagenase, o tecido
cartilaginoso foi filtrado em uma rede de nylon com tramas de fio de 62 um e inoculados em
solucdo padrdo de a-MEM contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) (Mitsubishikasei,
Toquio, Japdo) para interromper o0 processo enzimatico. Entdo, o conteddo contido em um
tubo hermético e estéril, foi submetido a centrifugacdo numa velocidade entre 1.200 e
1.500 rotagdes por minuto (rpm) durante aproximadamente 8 minutos, para obter o
precipitado celular. A solugdo de a-MEM com 10% de SFB foi trocada, o processo de
centrifugacdo repetido e o liquido aspirado novamente, deixando-se apenas o contetdo de
20 ml no tubo. O precipitado celular foi dissolvido mexendo-se manualmente o tubo.

A contagem do nimero de condrdcitos foi realizada através do contador Burker-Turk
deep 1/10 mm (Erma, Tokyo, Japdo). Sete microlitros do conteudo celular foi aplicado com
pipeta em cada lado do contador (Fig. 4, pag. 35) e a contagem foi realizada com auxilio de

um microscépio optico (lente de aumento de 200 x, Nikon, Toquio, Japdo).




47

Figura 4: Contagem do nimero de células.

As células foram distribuidas em placas estéreis contendo 6 nichos de cultivo, com
diametro de 35 mm cada, para a cultura primaria celular. Cada nicho de cultura recebeu em
média uma concentragdo de 2 x 10°cm? de condrdcitos e a amostra foi separada em grupos
controle (-12 horas e -24 horas) e experimentais (12 horas e 24 horas). As células do grupo
controle foram colocadas em placas de acrilico com base rigida (Corning Inc., New York,
USA) e as dos grupos experimentais em placas de policarbonato com base de silicone-
elastomero (Flexcell Co., McKeesport, USA) (Fig. 5).

Figura 5: Placas estéreis com 6 nichos para cultivo celular: a) grupo controle; b) grupo

experimento.

Para promover a aderéncia celular aos nichos de cultura, as placas de controle e as de
experimento foram previamente tratadas com 10 pg/ml de colédgeno do tipo Il bovino e
10 mM de bicarbonato de sodio (NaHCO3) em PBS. As células foram cultivadas em 2 ml de
solugdo a-MEM com 10% de SFB, a qual foi trocada a cada 2 dias. Para auxiliar na formagao
de colageno, 50 pug/ml de &cido ascorbico foi adicionada a solucdo de a-MEM com SFB. Os
condrocitos foram submetidos ao ensaio mecénico de forca de tracdo ap0s atingirem o estagio
de confluéncia celular. A sintese de DNA foi avaliada quando a cultura celular encontrava-se
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no estagio de proliferagdo, que ocorria aproximadamente no 4° dia de cultivo. A sintese de
proteoglicanos (PTG) foi analisada no 12° dia da cultura celular, quando ocorria a producdo

de matriz extra-celular produzida pelos condrdcitos. (Fig. 6)

Figura 6: Condrdcitos nos estagios de proliferacdo (a,b) e de formacdo de matriz extracelular
(c,d). Tecido cartilaginoso do condilo mandibular (a,c) e do joelho de suinos (b,d). Aumento
de 200 x.

3.2 Forca Mecénica de Tragdo

As forcas mecénicas de tracdo foram aplicadas aos condrocitos através de uma
unidade operacional computadorizada de forca a vacuo (Flexercell® Strain Unit, Flexcell
International Corporation, McKeesport, PA, USA), que puxavam as bases de silicone-
elastdmero dos nichos de cultura (Fig. 7, pag. 37).

As condi¢des das forcas utilizadas foram a de 30 ciclos / min., com os tempos de
duracdo e de intervalo de 1 segundo cada. As magnitudes das forgas foram estipuladas em
2 kPa (0,02 kgf/ cm?)?, com 3% de alongamento; 5 kPa (0,05 kgf/lcm?)!, com 7% de
alongamento e 10 kPa (0,10 kgflcm?)!, com 12% de alongamento das bases de silicone-

1 Kgf/lcm? = 97,98 kPa
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elastbmero. As forcas de tracdo foram aplicadas aos condrdcitos durante os periodos de tempo
de 12 e 24 horas. A concentragcdo de 10% de SFB contida na solugcdo de o-MEM, foi
substituida por uma concentracdo de SFB de 1%, 12 horas previamente ao estimulo mecénico
e 0,5% imediatamente antes da aplicacéo das forcas de tragcdo. As amostras do grupo controle
ndo foram submetidas ao ensaio mecanico. Para cada magnitude de forcas de tracdo, o ensaio
mecéanico foi repetido 3 vezes em amostras de cultivo celular de cada tecido cartilaginoso.

Bomba
TR

Células em repouso Células sob forca de tracao

Figura 7: Sistema de aplicacdo de forcas de tracdo as células.

3.3 Determinacdo da sintese de DNA e Proteoglicanos

A sintese de DNA em resposta ao estimulo mecanico de tracdo foi mensurada através
da incorporagdo de um marcador radioativo [3H] timidina. Os condrécitos, no estagio
proliferativo (4° dia), foram expostos a 5 pCi/ml de [3H] timidina em 2 ml de o-MEM
contendo 0,5% de SFB, 4 horas antes do término do estimulo mecanico.

Para a analise da sintese de proteoglicanos, os condrdcitos, no estagio de matriz extra-
celular (12° dia), foram expostos a 2,5 pCi/ml de [*S] sulfato em 2 ml de a-MEM contendo

0,5% de SFB, 4 horas antes da finalizacdo do periodo de estimulacdo mecénica.
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Apds o término do estimulo mecénico, a solu¢cdo de a-MEM com os marcadores
radioativos foi aspirada, a camada celular foi lavada 3 vezes com PBS e as amostras foram
preparadas para a leitura através do contador de cintilagdo liquida (Liquid Scintillation
Counter LSC-5100, Aloka, Toquio, Japdo) (Fig. 8).

Figura 8: Maquina para leitura dos marcadores radioativos [*H] timidina e [*S] sulfato.

3.3.1 Preparo para a determinaco da incorporacdo de [?H] timidina

Apos a lavagem da camada celular com PBS, os condrocitos foram fixados com 2 ml
de acido tricloroacético (TCA) a 10% por 10 minutos. A solucdo de TCA foi aspirada, a
camada celular foi removida dos nichos de cultivo com auxilio de uma pinca e inoculadas em
tubos herméticos e estéreis, contendo 1 ml de 1 N de hidréxido de sédio (NaOH). A amostra
com o NaOH foi mantida em movimento em uma banheira de agua com temperatura
constante de 37° C, durante aproximadamente 12 horas. No dia seguinte, os condrdcitos foram
neutralizados adicionando-se nos tubos 400 ul de 6 N de &cido cloridrico (HCI). Trezentos
micro litros de cada amostra foram separados em mini-frascos herméticos e estéreis, contendo
400 pl de liquido de cintilagio ACS Il (Amersham, Toquio, Japdo) e a mensuracdo da
radioatividade do marcador [3H] timidina foi realizada pelo contador de liquido cintilante
(Fig. 8).
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3.3.2 Preparo para a determinaco da incorporacdo de [*°S] sulfato

Apds o término do ensaio mecéanico, os condrdcitos foram lavados 3 vezes com PBS
para remogdo do marcador radioativo. A camada celular foi retirada dos nichos de cultivo e
inseridas em tubos fechados e estéreis, em uma solucdo de 950 ul contendo 0,2 M de
tris/acido cloridrico (tris/HCI), 5 mM de cloreto de calcio (CaClz) e 2 mg/ml de actinase E. A
amostra foi mantida em movimento em uma banheira com agua numa temperatura constante
de 65° C, durante a noite. Apds aproximadamente 12 horas, 100 ul de cada amostra foi
transferida para os mini-frascos herméticos e assépticos, contendo as seguintes solucdes:
- 500 pl de 2 mM de sulfato de magnésio (SOsMg) em 0,2 M de tris/HCI;
- 500 pul de 20 mM de cloreto de sodio (NaCl) em 1% de cloreto de cetilpiridinio (cloreto de
hexadecilpiridinio - CPC); e
- 50 ul de 0,1 mg/ml de sulfato de condroitina em 0,2 M de tris/HCI.

As amostras foram incubadas novamente, durante 1 a 2 horas, na banheira com agua
na temperatura constante de 37° C.

Para a leitura do marcador radioativo [**S] sulfato, foi utilizado um filtro de acrilico
(XICOM FM-30) conectado a uma bomba de succdo (Handy Aspirator WP-15, Yamato

Scientific Co. Ltda., Toquio, Japdo), previamente lavado com etanol 70% (Fig. 9).

Figura 9: Filtro de acrilico para preparo da leitura do marcador radioativo [**S] sulfato.

Filtros de papéis com fibras de vidro com diametro de 25 mm cada (Advantec GC-50,
Tokyo Roshi Kaisha, Ltda., Tokyo, Japdo) foram colocados em cada orificio de saida do filtro
de acrilico, com auxilio de pinga e umedecidos com 700 ul de CPC. Um volume de 1400 pl
de cada amostra foi inserida sobre cada filtro de papel e aplicados mais 700 ul de CPC. Apos

5 minutos, os filtros de papéis foram removidos da caixa de acrilico e inoculados em micro-
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tubos contendo 1 ml de liquido cintilante Scintisol EX-H (Dojindo, Kumamoto, Japao). Os
micro-tubos foram levados para o contador do liquido de cintilagcdo, para a realizacdo da
leitura da incorporagéo de [*°S] sulfato (Fig. 8, pag. 38).

3.4 Reacdo em cadeia da Polimerase com Transcricdo Reversa (RT-PCR) e PCR em

tempo real, para determinacao da expresséo de colageno do tipo Il e agrecanos

Apds a extracdo celular e o cultivo dos condrécitos dos tecidos cartilaginosos do
condilo mandibular e do joelho de suinos, a determinacéo de expresséo do colageno do tipo Il
e de agrecanos foi avaliada utilizando-se os métodos de transcricdo reversa, associada a
reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR) e PCR em tempo real. O RNA total foi coletado de
uma amostra ndo submetida ao ensaio mecanico de tracéo e obtida nos tempos de 3, 6, 9 e 12
dias de cultivo celular. O procedimento de quantificacdo da expressdo de colageno do tipo Il e
agrecanos foi realizado 2 vezes em cada amostra de tecido cartilaginoso. Todo o material
necessario para a transcricdo reversa associada a reacdo em cadeia da polimerase e 0 PCR em
tempo real foi manipulado com luvas, Oculos de protecdo e as amostras foram mantidas

refrigeradas constantemente em gelo.

3.4.1 Extracdo do RNAm (Método Trizol)

Quando deseja-se manipular o RNA celular, a degradacdo ou a deshaturacdo do RNA
pela enzima RNase é um fator que deve ser controlado. A enzima RNase estd presente nas
células, no tecido, fluido da saliva, suor, pele, etc. e é resistente as altas temperaturas, até
mesmo a temperatura de 120° C da autoclave. Além disso, devido a toxicidade do reagente
Trizol (TRIzol® Reagent, Invitrogen, Téquio, Japdo) toda a manipulacdo foi realizada dentro
de uma camera de aspira¢do. Como o sucesso do experimento depende do manejo da enzima

RNase, fez-se necessario a utilizagdo de mascara e luvas de protecéo.
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Homogeneizacdo - A solucdo de a-MEM com 10% de SFB foi aspirada dos nichos
de cultura celular e 500 pl do reagente Trizol foi adicionado. Toda a camada celular
com o reagente Trizol foi transferido com pipeta para mini-frascos de 1,5 ml
herméticos e estéreis. Para que os complexos protéicos nucleares fossem dissolvidos
pelo Trizol, a solucdo foi agitada em intervalos de 5 min. durante 30 min., com

auxilio de um vibrador.

Emulsdo - Cem micro litros de cloroférmio (proporgdo de 5 Trizol : 1 cloroférmio)
foram adicionados a amostra e o procedimento de agitacdo foi repetido por mais
30 min. O objetivo dessa fase foi fazer com que o fenol do Trizol formasse uma
emulsdo juntamente com o cloroférmio e facilitasse a passagem das proteinas para a
fase hidrofdbica e dos acidos nucléicos para a fase hidrofilica. Como a extracdo com

Trizol ocorre em condigdes &cidas, apenas 0 RNA se encontra na forma solvel.

Separacdo de fase - Os micro-frascos foram centrifugados numa velocidade de
13.000 rpm, durante 15 min, numa temperatura constante de 4° C. A centrifugacéo
permitiu a separacdo das fases hidrofilica e hidrofobica. A porcdo sobrenadante e
transparente (fase hidrofilica) da amostra foi transferida para um novo mini-frasco de

1,5 ml com auxilio de uma pipeta.

Precipitacdo — Quinhentos micro litros de 2-propanol foram adicionados a porcao
sobrenadante e o mini-frasco foi submetido a agitacdo com intervalos de 5 min., por
mais 30 min. Apds esse procedimento, a amostra foi centrifugada novamente na
velocidade de 13.000 rpm, a 4° C durante 10 minutos. Como o RNA ¢é soliivel em
agua, mas nao em alcool, ele precipita com o isopropanol e forma um sedimento

(pellet) no fundo do mini-frasco.

Lavagem — Com auxilio de uma pipeta, o sobrenadante de isopropanol e agua (H20)
foram removidos cuidadosamente e sem danificar o sedimento de RNA. Hum
mililitro de etanol a 75% (preparado com &gua destilada livre de enzima RNase*) foi
adicionado ao mini-frasco para lavagem hidratante do sedimento. A amostra foi

novamente centrifugada na velocidade de 13.000 rpm, a 4° C por 10 min.
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* Agua destilada livre de enzima RNase: Contém 0,1% de dietil pirocarbonato
(DEPC) em &gua destilada. A solucdo foi bem misturada e deixada em descanso por
aproximadamente 12 horas, em um frasco de vidro com tampa semi-cerrada e

autoclavado 3 vezes.

e Secagem — O Etanol a 75% foi aspirado com auxilio de uma seringa e com o cuidado
de remover todas as gotas que se depositavam na parede dos micro-frascos. O tubo
foi invertido para secar ao ar livre durante aproximadamente 10 min. Nesse fase,
evitou-se a desidratagédo total do sedimento de RNA, pois apesar de o0 excesso de
etanol inibir futuras reacdes como o PCR, o sedimento extra seco dificulta a
re-suspensdo do RNA em agua.

e Re-suspensdao — Cinco micro litros de dgua DEPC foram adicionados ao tubo e o
sedimento de RNA foi dissolvido completamente. Diluido em agua DEPC, o RNA

total foi conservado em congelador na temperatura de - 70°C.

e Quali-quantificacdo do RNA total - A quantificacdo de concentracdo de RNA
suspenso em agua DEPC foi verificada através de um espectrofotémetro,
determinando-se o valor da densidade optica (DO) dos &cidos nucléicos, onde
1 (uma) unidade de DO corresponde a 40 ng de RNA (ou 50 ng de DNA). Os acidos
nucléicos tém pico de absorcdo a 260 nm e um outro pico a 280 nm. O valor ideal de
DO260/DO2go (taxa) da suspensdo de RNA varia na faixa entre 1,65 e 1,8, no entanto
ocasionalmente pode-se encontrar o valor de 1,5. Para a quali-quantificacdo do RNA
total, 1 ul da suspensédo de RNA de cada amostra foi submetida a leitura da DO pelo

espectrofotémetro.

3.4.2 Reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa (RT-PCR)

Apos a qualificacdo e quantificacdo de RNA total de cada amostra, a rea¢do em cadeia
da polimerase com transcricdo reversa foi realizada utilizando-se os kits do primer Oligo

(dT)20 e enzima ReverTra Ace-o first strand DNAc synthesis (Toyobo, Osaka, Japan). A
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suspensdo foi preparada previamente, adicionando-se em cada micro-tubo um volume total

de 20 pl de cada amostra (Quadro 3, pag. 43):

Reagentes Volume
Tampdo Transcriptase Reversa 5x 4 ul
Nucleotideos ANTP 2 ul
Inibidor de RNase 1ul
Oligo (dT)20 1l
Enzima ReverTra Ace-a 1 ul
RNA total 1ug Xul
Agua DEPC X ul
Volume total 20 pl

Quadro 3: Descricao dos reagentes e as respectivas quantidades utilizadas para a realizacéo do

RT-PCR.

As reacOes de RT-PCR foram conduzidas em termociclador (Gene Amp PCR System
9700, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) (Fig. 10). A desnaturacdo do RNA e a
retrotranscricdo para sintese de DNAc foram realizadas submetendo-se as amostras as
temperaturas e tempos de 42° C por 20 min., 99°C por 5 min. e 4°C por 5 min.

Figura 10: Termociclador para retrotranscrigdo para sintese de DNAc.



3.4.3 PCR em tempo real

O material utilizado para quantificar as reacdes de PCR em tempo real foi o kit SYBR
Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) e os volumes de cada

substancia usada, estdo relacionados no quadro 4 a seguir:

Quadro 4: Relacdo dos reagentes e os volumes utilizados para a realizacdo do PCR em tempo

real.

A sequéncia dos nucleotideos dos primers utilizados para o PCR dos genes para

glicerol 3-fosfato desidrogenase (G3PDH), agrecanos e colageno tipo Il estdo descritos no

Reagentes Volume
SYBR Green 5 ul
Primer Lider 0.5 uM/L
Primer Reverso 0.5 uM/L
DNAc modelo 1ul
Agua DEPC X ul
Volume total 10 pl

quadro 5.

Gene Primers Sequéncia do Prime 5’ 3’

G3PDH Lider: TCATCCCTGCTTCTACCG
Reverso: CAGATCCACAACCGACAC

Agrecanos Lider: CAGGTGAAGACTTTGTGGAC
Reverso: CAAATGTAAAGGGCTCCTCA

Colageno Tipo Il | Lider: GGCAAAGATGGCGAGACA
Reverso: GCCCTGATCACCTGGTTTC

Quadro 5: Descrigdo das seqliéncias dos nucleotideos dos primers utilizados para cada gene

no PCR em tempo real.
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Os reagentes e 0 acido nucléico (DNAc modelo) foram inoculados em capilares de
vidros de borossilicato, com capacidade de 20 ul, comprimento de 45 mm e didmetro externo
de 1,55 mm, moldados a um reservatdrio de polipropileno e tampa de vedacdo (Capilar
LightCycler®, (Roche Diagnostics, Basel, Suica). Para garantir a introducdo de todo o
material experimental, os capilares de vidros foram submetidos a uma microcentrifuga de
bancada para uma réapida centrifugacdo (5 seg.) com velocidade de 2.000 rpm. Os capilares
foram posicionados no Carrossel de Amostras Light Cycler® e levados para o Equipamento
Light Cycler® ST300 (Roche Diagnostics, Basel, Suica) para a leitura de expressdo de

colageno tipo 1l e agrecanos. (Fig. 11)

LightCycl

Figura 11: Equipamento Light Cycler® ST300 para leitura de expresséo de colageno tipo Il e

agrecanos.

A leitura da quantificacdo dos genes foi realizada com o auxilio do programa de
computador Light Cycler® Software 4.0 (Roche Diagnostics, Basel, Suica), previamente
estabelecido nas seguintes condicdes de temperatura e tempo para cada ciclo: desnaturacédo a
94° C por 30 seg., anelamento a 58° C por 30 seg. e extensdo a 72° C por 10 seg.

Os sinais de quantificacao relativa de colageno tipo Il e agrecanos foram normalizados

pelos sinais de glicerol 3-fosfato desidrogenase (G3PDH).
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3.5 Analise estatistica

Para a avaliacdo dos efeitos das magnitudes das forcas de tracdo sobre a sintese de
DNA e proteoglicanos, foi utilizado a andlise estatistica de variancia ANOVA. O teste t de
Student foi aplicado para comparar os niveis de expressdo de colageno tipo Il e agrecanos no
RNAm em diferentes estagios de maturagdo do cultivo celular.
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4 RESULTADO

Os valores obtidos com a leitura dos marcadores radioativos [*H] timidina e
[*°S] sulfato pelo contador do liquido de cintilagio nos condrdcitos dos tecidos cartilaginosos
do cdndilo mandibular e do joelho de suinos, estdo descritos nas tabelas 1 a 12 (pag. 49 a 60).
Esses valores expressos foram submetidos as formulas de [1800/300] para a avaliacdo da
sintese de DNA e a de [2000/100] para a analise da producdo de proteoglicanos (PTG). A
analise estatistica foi aplicada sobre esses valores convertidos pelas formulas.

As tabelas 1 (pag. 49), 3 (pag. 51), 5 (pag. 53), 7 (pag. 55), 9 (pag. 57) e 11 (pag. 59)
demonstram os valores, médias e desvios padrdo da incorporacio de [®H] timidina para
avaliacdo da sintese de DNA, produzida pelos condrocitos do tecido cartilaginoso do céndilo
mandibular e do joelho de suinos, durante a aplicacdo das forcas de tracdo de 2 kPa, 5 kPa e
10 kPa, nos periodos de tempo de 12 e 24 horas.

Os valores, médias e desvios padrdo da incorporagdo de [*S] sulfato nos condrocitos
do tecido cartilaginoso do condilo mandibular e do joelho de suinos estdo descritas nas tabelas
2 (pag. 50), 4 (pag. 52), 6 (pag. 54), 8 (pag. 56), 10 (pag. 58), 12 (pag. 60), de acordo com as
magnitudes de forca de tracdo de 2 kPa, 5 kPa e 10 kPa, durante o tempo de estimulo
mecénico de 12 e 24 horas.

De acordo com os resultados, foi observado que os condrdcitos dos tecidos
cartilaginosos das articulacdes do codndilo mandibular e do joelho de suinos, quando
submetidos as forcas mecanicas de tracdo com magnitudes de 2 kPa e 5 kPa, apresentaram um
aumento de incorporagdo de [°H] timidina e de [*®S] sulfato para ambos os periodos de
estimulo mecénico de 12 e 24 horas (Tabelas 1 a 8, pag. 49 a 56).

Para a magnitude de forca de 2kPa, 0s grupos experimentos dos condrdcitos do
condilo mandibular suino demonstraram um aumento de [3H] timidina e de [®S] sulfato
estatisticamente significante para os tempos de 12 h. (p < 0,01) e de 24 h. (p < 0,05) quando
comparados aos grupos controles (Tabelas 1 e 2, pag. 49 e 50). Os condrécitos do joelho
suino também apresentaram um aumento da sintese de [3H] timidina e de [*S] sulfato quando
submetidos a essa mesma magnitude de forca, porém sem diferenga estatisticamente

significativa nos tempos de 12 h. e 24 h. (Tabelas 3 e 4, pag. 51 e 52).
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As tabelas 5 a 8, pag. 53 a 56, demonstram os resultados em relagdo ao estimulo
mecénico de magnitude de 5 kPa. Todos os grupos experimentais do joelho suino exibiram
um aumento da incorporacio de [3H] timidina e de [*°S] sulfato estatisticamente significativos
em12 h. (p<0,01) e 24 h. (p <0,01) (Tabelas 7 e 8, pag. 55 e 56). Os condrdcitos do cdndilo
mandibular suino apresentaram um aumento da incorporagdo de [3H] timidina e de
[*°S] sulfato estatisticamente significativos em 12 h. (p < 0,01). Apesar de 0s grupos dos
condrdcitos do condilo mandibular suino em 24 h. também terem apresentado um aumento de
expressdo dos marcadores radioativos, a incorporacio de [3H] timidina ndo foi considerada
estatisticamente significante (p > 0,05) (Tabela 5, pag. 53), enquanto que a incorporacdo de
[*°S] sulfato foi estatisticamente diferente apenas ao nivel de significancia de 5% de
probabilidade (p < 0,05) (Tabela 6, pag. 54).

Em relacdo a magnitude de forca de tracdo de 10 kPa, pdde-se observar que 0s
condracitos do tecido cartilaginoso do condilo mandibular suino, quando submetidos a essa
magnitude de estimulo mecénico, apresentaram uma redugdo da sintese dos marcadores de
[*H] timidina e de [**S] sulfato estatisticamente significante para ambos os periodos de
estimulo mecénico de 12 h. e 24 h. (p < 0,01) (Tabelas 9 e 10, pag. 57 e 58). No entanto,
quando os condrocitos do tecido cartilaginoso do joelho suino foram submetidos a essa
mesma magnitude de forca, foi verificado uma maior producio dos niveis de [3H] timidina e
de [*°S] sulfato (Tabelas 11 e 12, pag. 59 e 60). O aumento da incorporagdo de [3H] timidina
foi considerado estatisticamente significante tanto para o periodo de estimulo mecénico de
12 h. (p < 0,01) quanto para o tempo de 24 h. (p < 0,05) (Tabela 11, pag. 59). Apesar de 0s
condrécitos dessa articulacdo terem apresentado um aumento estatisticamente significativo
(p < 0,01) na sintese de [*°S] sulfato no periodo de 24 h., esse incremento no grupo de 12 h.
ndo foi considerado estatisticamente significativo (p > 0,05) (Tabela 12, pag. 60).

A Tabela 13, pag. 61, mostra os resultados da quantificacdo e qualificacdo da
densidade dptica dos &cidos nucléicos dos condrocitos das cartilagens do céndilo mandibular
e do joelho de suinos, para a avaliacdo da expressdo do colageno tipo Il e agrecanos no
RNAm.

A quantificacdo da expressdo de colageno tipo Il e dos agrecanos no RNAm dos
condrécitos dos tecidos cartilaginosos do céndilo mandibular e do joelho de suinos, em
relacdo a idade de cultivo celular, podem ser observados nas tabelas 14 (pag. 61) e 15 (pég.
63). Foi verificado uma diferenca estatisticamente significativa ao nivel de 5% (p < 0,05) da
expressdo de colageno tipo Il e de agrecanos nos RNAm entre os condrécitos do céndilo

mandibular e da articulagdo do joelho de suinos.
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Tabela 1: Valores, média e desvio padrdo da incorporagdo de [*H] timidina para avaliacdo da

sintese de DNA produzida pelos condrdcitos do tecido cartilaginoso do condilo mandibular

suino, referente aos grupos controles (-12 h. e -24 h.) e experimentais (12 h. e 24 h.), durante

a aplicagéo da forca de tracdo de 2 kPa.

[*H] timidina (H-CPM)

Férmula (1800 / 300)

Amostra
(-) 12h 12h (-) 24h 24h (-) 12h 12h (-) 24h 24h
1 33443 | 39697 | 37817 | 30745 | 200658 | 238182 | 226902 | 184470
2 34736 | 34404 | 37631,1 | 31502,9 | 208416 | 206424 | 225786,6 | 189017,4
3 42670 | 71144 | 32358,3 | 39447,2 | 256020 | 426864 | 194149,8 | 236683,2
4 41234 | 70061 | 31504,2 | 40956,5 | 247404 | 420366 | 189025,2 | 245739
5 44917 | 62966 | 34273,2 | 28815,8 | 269502 | 377796 | 205639,2 | 172894,8
6 45859 | 66409 | 33174,7 | 28223 | 275154 | 398454 | 199048,2 | 169338
7 41042 | 36362 | 31571,8 | 43505,8 | 246252 | 218172 | 189430,8 | 261034,8
8 41225 | 37183 | 32159,4 | 44330 | 247350 | 223098 | 192956,4 | 265980
9 34379 | 45158 | 33235,8 | 36988,9 | 206274 | 270948 | 199414,8 | 221933,4
10 32950 | 47183 | 35101,3 | 37343,8 | 197700 | 283098 | 210607,8 | 224062,8
11 41229 | 57464 | 41538,9 | 45141,2 | 247374 | 344784 | 249233,4 | 270847,2
12 40212 | 60690 | 42456,7 | 47612,5 | 241272 | 364140 | 254740,2 | 285675
13 35875 | 53489 | 36568 | 34098 | 215250 | 320934 | 219408 | 204588
14 40556 | 61476 | 40867,8 | 40978,8 | 243336 | 368856 | 245206,8 | 245872,8
15 41294 | 42376 | 31657 | 39079,2 | 247764 | 254256 | 189942 | 234475,2
Média | 394414 | 52404,1 | 35461,0 | 37917,9 | 236648,4 | 314424,8 | 212766,0 | 2275074
DP 4119,8 | 12826,3 | 3818,1 | 6129,6 | 24718,8 | 76958,0 | 22909,0 | 36777,9
Significancia p <0,01** p <0,05*

Nota: teste ANOVA; (*) Significativo ao nivel de 5%, (**) Significativo ao nivel de 1%
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Tabela 2: Valores, média e desvio padrdo da incorporacdo de [*°S] sulfato para avaliagio da
sintese de proteoglicanos (PTG) produzida pelos condrdcitos do tecido cartilaginoso do
condilo mandibular suino, referente aos grupos controles (-12 h. e -24 h.) e experimentais
(12 h. e 24 h.), durante a aplicacdo da forca de tracdo de 2 kPa.

Y- [*°S] sulfato (C-DPM) Formula (2000 / 100)
(-)12h | 12h | (-)24h | 24h | (-)12h 12h (-) 24h 24h
1 310,4 | 345,28 | 365,76 | 3744 6208 6905,6 | 7315,2 7488
2 272,64 | 323,52 | 320,96 | 47456 | 5452,8 | 6470,4 | 6419,2 | 9491,2
3 306,88 | 339,52 | 379,52 |528,32| 6137,6 | 6790,4 | 7590,4 | 10566,4
4 285,76 | 312,64 | 386,24 | 417,28 | 57152 | 6252,8 | 7724,8 | 8345,6
5 180,48 | 323,2 | 329,28 | 303,04 | 3609,6 6464 6585,6 | 6060,8
6 224,96 | 316,16 | 317,12 | 380,8 | 4499,2 | 6323,2 | 6342,4 7616
7 224 287,04 | 381,76 |378,24| 4480 5740,8 | 7635,2 | 7564,8
8 207,09 | 343,68 | 283,18 | 428,93 | 4141,8 | 6873,6 | 5663,6 | 8578,6
9 267,5 | 300,16 | 306,91 |394,68| 5350 6003,2 | 6138,2 | 7893,6
10 220,08 | 313,28 | 276,92 | 365,1 | 44016 | 6265,6 | 5538,4 7302
11 216 334,98 | 310,65 | 502,98 | 4320 6699,6 6213 | 10059,6
12 260,9 | 298,76 | 264,87 | 435,03 | 5218 5975,2 | 5297,4 | 8700,6
13 291,36 | 342,1 238 359,27 | 5827,2 6842 4760 7185,4
14 259,21 | 310,4 | 241,64 | 310,76 | 5184,2 6208 4832,8 | 6215,2
15 205,67 | 317,43 | 238,41 | 471,04 | 41134 | 6348,6 | 4768,2 | 9420,8
Média | 24886 | 320,54 | 309,41 | 408,29 | 4977,24 | 6410,86 | 6188,29 | 8165,90
DP 40,41 17,84 | 52,29 65,88 | 808,34 | 356,80 | 1045,86 | 1317,73
Significancia p <0,01** p <0,05*

Nota: teste ANOVA; (*) Significativo ao nivel de 5%, (**) Significativo ao nivel de 1%
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Tabela 3: Valores, média e desvio padrdo da incorporacdo de [3H] timidina para avaliacdo da
sintese de DNA produzida pelos condrécitos do tecido cartilaginoso do joelho suino, referente
aos grupos controles (-12 h. e -24 h.) e experimentais (12 h. e 24 h.), durante a aplicacdo da
forca de tracdo de 2 kPa.

JEYE. [*H] timidina (H-CPM) Férmula (1800 / 300)
(-) 12h 12h (-) 24h 24h (-) 12h 12h (-) 24h 24h
1 28583 | 27564 | 31920 | 35427 | 171498 | 165384 | 191520 | 212562
2 33942 | 28910 | 33615 | 34377 | 203652 | 173460 | 201690 | 206262
3 30714 | 37395 | 32262 | 34230 | 184284 | 224370 | 193572 | 205380
4 30862 | 37737 | 33366 | 31523 | 185172 | 226422 | 200196 | 189138
5 32900 | 32122 | 30613 | 32643 | 197400 | 192732 | 183678 | 195858
6 31282 | 34230 | 31577 | 32993 | 187692 | 205380 | 189462 | 197958
7 34517 | 34548 | 29228 | 33778 | 207102 | 207288 | 175368 | 202668
8 34447 | 35280 | 31017 | 31966 | 206682 | 211680 | 186102 | 191796
9 34564 | 36275 | 30947 | 32821 | 207384 | 217650 | 185682 | 196926
10 34494 | 35956 | 30247 | 33978 | 206964 | 215736 | 181482 | 203868
11 30312 | 30910 | 32345 | 32190 | 181872 | 185460 | 194070 | 193140
12 28668 | 32880 | 31701 | 35021 | 172008 | 197280 | 190206 | 210126
13 31500 | 33016 | 32324 | 34089 | 189000 | 198096 | 193944 | 204534
14 33197 | 35647 | 30701 | 33291 | 199182 | 213882 | 184206 | 199746
15 31982 | 29645 | 33678 | 34655 | 191892 | 177870 | 202068 | 207930
Média | 32130,9 | 33474,3 | 31702,7 | 33532,1 | 192785,6 | 200846 | 190216,4 | 201192,8
DP 2073,9 | 3124,1 | 1281,0 | 1158,0 | 12443,5 | 18745,0| 7686,2 | 6948,09
Significancia p > 0,05 p > 0,05

Nota: teste ANOVA; (p > 0,05) ndo significativo ao nivel de 5%
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Tabela 4: Valores, média e desvio padrdo da incorporacdo de [*°S] sulfato para avaliagio da
sintese de proteoglicanos (PTG) produzida pelos condrécitos do tecido cartilaginoso do joelho
suino, referente aos grupos controles (-12 h. e -24 h.) e experimentais (12 h. e 24 h.), durante
a aplicagéo da forca de tracdo de 2 kPa.

PV [*°S] sulfato (C-DPM) Formula (2000 / 100)

(-)12h | 12h | (-)24h| 24h | (-)12h 12h (-)24h | 24h

1 461,4 | 418,2 | 3934 | 477,8 9228 8364 7868 9556

2 384,1 | 446,5 | 334,9 | 4684 7682 8930 6698 9368

3 367,6 | 423,8 | 488,5 | 3954 7352 8476 9770 7908

4 400,2 | 431,5 | 336,3 | 417,3 8004 8630 6726 8346

5 426,2 | 360,4 | 322,5 | 454,5 8524 7208 6450 9090

6 404,4 | 4339 | 434,6 | 4334 8088 8678 8692 8668

7 397,6 | 439,6 | 3654 | 3994 7952 8792 7308 7988

8 401,4 | 425,8 | 430,2 448 8028 8516 8604 8960

9 391 4451 | 351,4 | 461,6 7820 8902 7028 9232

10 438,2 | 4359 | 372,3 | 4517 8764 8718 7446 9034

11 385,8 | 395,2 | 388,1 | 425,2 7716 7904 7762 8504

12 4225 | 443,7 | 405,8 | 450,9 8450 8874 8116 9018

13 3926 | 3984 | 4216 | 397,1 7852 7968 8432 7942

14 420,4 | 3859 | 359,1 | 461,5 8408 7718 7182 9230

15 415,7 | 402,3 | 375,3 | 476,2 8314 8046 7506 9524
Média | 407,27 | 419,08 | 385,29 | 441,22 | 8145,46 | 8381,6 | 7705,86 | 8824,53
DP 23,84 | 25,36 | 44,95 | 28,33 | 476,83 | 507,22 | 899,10 | 566,64

Significancia p > 0,05 p > 0,05

Nota: teste ANOVA; (p > 0,05) ndo significativo ao nivel de 5%
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Tabela 5: Valores, média e desvio padrdo da incorporacdo de [3H] timidina para avaliacio da
sintese de DNA produzida pelos condrdcitos do tecido cartilaginoso do condilo mandibular
suino, referente aos grupos controles (-12 h. e -24 h.) e experimentais (12 h. e 24 h.), durante
a aplicagéo da forca de tracdo de 5 kPa.

JEYE. [*H] timidina (H-CPM) Férmula (1800 / 300)
(-) 12h 12h (-) 24h 24h (-) 12h 12h (-) 24h 24h
. 47394 | 55250 | 29298 | 30609 | 284364 | 331500 | 175788 | 183654
e 43278 | 55100 | 27675 | 30003 | 259668 | 330600 | 166050 | 180018
. 41332 | 58736 | 29127 | 30006 | 247992 | 352416 | 174762 | 180036
4 41666 | 57988 | 27849 31587 249996 | 347928 | 167094 | 189522
< 27516 | 54992 | 33642 53871 165096 | 329952 | 201852 | 323226
6 26936 | 59932 | 30876 53124 161616 | 359592 | 185256 | 318744
! 27032 | 58028 | 31758 24813 162192 | 348168 | 190548 | 148878
£ 28596 | 50254 | 33498 24858 171576 | 301524 | 200988 | 149148
9 36974 | 52308 | 29592 25119 221844 | 313848 | 177552 | 150714
10 32027 | 53930 | 28900 31957 192162 | 323580 | 173400 | 191742
1 32421 | 58026 | 28051 40696 194526 | 348156 | 168306 | 244176
12 41194 | 57018 | 30139 33428 247164 | 342108 | 180834 | 200568
e 33710 | 58204 | 32150 30791 202260 | 349224 | 192900 | 184746
14 41150 | 55972 | 33194 33819 246900 | 335832 | 199164 | 202914
= 33280 | 52059 | 29805 31920 199680 | 312354 | 178830 | 191520
Média | 356337 | 55853,1 | 30370,2 | 33773,4 | 213802,4 | 335118,8 | 182221,6 | 202640,4
DP 6688,8 | 2797,1 | 2046,6 | 8943,9 | 40133,3 | 16783,1 | 12280,1 | 53663,4
Significancia p <0,01** p > 0,05

Nota: teste ANOVA, (**) Significativo ao nivel de 1%; (p > 0,05) n&o significativo ao nivel
de 5%
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Tabela 6: Valores, média e desvio padrdo da incorporacdo de [*°S] sulfato para avaliagio da
sintese de proteoglicanos (PTG) produzida pelos condrocitos do tecido cartilaginoso do
condilo mandibular suino, referente aos grupos controles (-12 h. e -24 h.) e experimentais
(12 h. e 24 h.), durante a aplicacdo da forca de tracdo de 5 kPa.

PV [*°S] sulfato (C-DPM) Formula (2000 / 100)

(-)12h | 12h | (-)24h | 24h (-) 12h 12h (-) 24h 24h

. 250,1 | 428,8 242,5 345,1 5002 8576 4850 6902

2 253,1 | 3454 314 352,2 5062 6908 6280 7044

£ 362,9 | 420,1 | 3194 373,1 7258 8402 6388 7462

. 331,7 | 387,3 333,9 427,8 6634 7746 6678 8556

g 352,7 | 335,7 328,2 345,4 7054 6714 6564 6908

< 268,8 | 4074 351 362,5 5376 8148 7020 7250

U 2957 | 383,44 | 3329 396,6 5914 7668 6658 7932

£ 302,9 | 408,2 298,9 315,9 6058 8164 5978 6318

5 300,1 | 4459 325,4 343,4 6002 8918 6508 6868

& 270,3 | 400,6 299,9 339,1 5406 8012 5998 6782

o 331,2 | 376,1 293,3 402,5 6624 7522 5866 8050

12 289,8 | 4281 345,4 391 5796 8562 6908 7820

= 321,9 370 289,1 330,2 6438 7400 5782 6604

% 327,4 | 404,3 350,3 320,3 6548 8086 7006 6406

= 289,6 | 396,1 297,2 389,6 5792 7922 5944 7792
Média | 303,21 | 395,82 | 314,76 | 362,31 | 6064,26 | 7916,53 | 62952 | 7246,26
DP 34,40 | 30,52 28,84 33,05 688,09 610,58 | 576,88 | 661,05

Significancia p <0,01** p <0,05*

Nota: teste ANOVA; (*) Significativo ao nivel de 5%, (**) Significativo ao nivel de 1%
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Tabela 7: Valores, média e desvio padrdo da incorporacdo de [*H] timidina para avaliacdo da
sintese de DNA produzida pelos condrécitos do tecido cartilaginoso do joelho suino, referente
aos grupos controles (-12 h. e -24 h.) e experimentais (12 h. e 24 h.), durante a aplicacdo da
forca de tracdo de 5 kPa.

JEYE. [*H] timidina (H-CPM) Férmula (1800 / 300)
(-) 12h 12h (-) 24h 24h (-) 12h 12h (-) 24h 24h
1 31155 | 41107 | 23870 | 31888 | 186930 | 246642 | 143220 | 191328
2 32209 | 39489 | 22832 | 32301 | 193254 | 236934 | 136992 | 193806
3 33735 | 41851 | 24020 | 31013 | 202410 | 251106 | 144120 | 186078
4 33131 | 41546 | 24560 | 32000 | 198786 | 249276 | 147360 | 192000
5 29826 | 44438 | 28258 | 36832 | 178956 | 266628 | 169548 | 220992
6 28863 | 42250 | 28413 | 36337 | 173178 | 253500 | 170478 | 218022
7 30263 | 44604 | 29521 | 38047 | 181578 | 267624 | 177126 | 228282
8 31253 | 43949 | 28734 | 38207 | 187518 | 263694 | 172404 | 229242
9 32286 | 400642 | 26803 | 41447 | 193716 | 243852 | 160818 | 248682
10 32730 | 39173 | 26301 | 41681 | 196380 | 235038 | 157806 | 250086
11 32417 | 39750 | 26351 | 41617 | 194502 | 238500 | 158106 | 249702
12 32415 | 42945 | 26438 | 42093 | 194490 | 257670 | 158628 | 252558
13 29990 | 40987 | 25319 | 35312 | 179940 | 245922 | 151914 | 211872
14 32354 | 42780 | 28301 | 33851 | 194124 | 256680 | 169806 | 203106
15 32731 | 41359 | 25410 | 41709 | 196386 | 248154 | 152460 | 250254
Média | 31690,5 | 41791,3 | 26342,0 | 36955,6 | 190143,2 | 250748 | 158052,4 | 221734
DP 1399,3 | 1713,4 | 2013,5 | 4105,1 | 83959 |10280,4 | 12081,3 | 24630,9
Significancia p <0,01** p <0,01**

Nota: teste ANOVA; (**) Significativo ao nivel de 1%
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Tabela 8: Valores, média e desvio padrdo da incorporacdo de [*°S] sulfato para avaliagio da
sintese de proteoglicanos (PTG) produzida pelos condrécitos do tecido cartilaginoso do joelho
suino, referente aos grupos controles (-12 h. e -24 h.) e experimentais (12 h. e 24 h.), durante
a aplicagéo da forca de tracdo de 5 kPa.

PV [*°S] sulfato (C-DPM) Formula (2000 / 100)
(-)12h | 12h | (-)24h | 24h | (-)12h 12h (-)24h | 24h
1 366 551,4 | 217,55 678 7320 11028 4350 13560
2 405,6 492 3375 | 624,9 8112 9840 6750 12498
3 360 552,6 | 292,2 | 7134 7200 11052 5844 14268
4 410,7 | 580,5 | 311,7 | 869,1 8214 11610 6234 17382
5 340,5 | 596,1 | 2655 | 557,1 6810 11922 5310 11142
6 363 780,3 | 337,8 | 616,2 7260 15606 6756 12324
7 369,6 | 587,2 | 340,8 | 618,3 7392 11744 6816 12366
8 379,5 | 561,6 | 363,3 | 779,1 7590 11232 7266 15582
9 558,7 | 604,1 | 389,7 | 759,3 | 11174 12082 7794 15186
10 351,9 542 4119 | 662,1 7038 10840 8238 13242
11 536,4 | 601,3 | 293,7 | 7449 | 10728 12026 5874 14898
12 382,8 | 527,1 | 268,5 | 692,1 7656 10542 5370 13842
13 4145 | 505,2 | 2925 | 653,8 8290 10104 5850 13076
14 394,1 | 499,1 | 303,6 | 704,8 7882 9982 6072 14096
15 410,9 | 510,9 | 361,3 | 719,8 8218 10218 7226 14396
Média | 402,94 | 566,09 | 319,16 | 692,86 | 8058,93 | 11321,86 | 6383,33 | 13857,2
DP 63,12 | 70,39 | 51,14 | 77,50 | 1262,52 | 1407,86 | 1022,83 | 1550,01
Significancia p <0,01** p <0,01**

Nota: teste ANOVA; (**) Significativo ao nivel de 1%
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Tabela 9: Valores, média e desvio padrdo da incorporacdo de [3H] timidina para avaliagio da
sintese de DNA produzida pelos condrdcitos do tecido cartilaginoso do condilo mandibular
suino, referente aos grupos controles (-12 h. e -24 h.) e experimentais (12 h. e 24 h.), durante
a aplicagéo da forca de tragédo de 10 kPa.

JEYE. [*H] timidina (H-CPM) Férmula (1800 / 300)
(-) 12h 12h (-)24h | 24h | (-)12h 12h (-) 24h 24h
1 46245 | 26918 | 43330 | 18870 | 277470 | 161508 | 259980 | 113220
2 46406 | 27459 | 46850 | 18638 | 278436 | 164754 | 281100 | 111828
3 44890 | 27127 | 45081 | 21505 | 269340 | 162762 | 270486 | 129030
4 50068 | 29756 | 50344 | 21031 | 300408 | 178536 | 302064 | 126186
5 50938 | 29774 | 50884 | 22638 | 305628 | 178644 | 305304 | 135828
6 48689 | 29097 | 45556 | 24972 | 292134 | 174582 | 273336 | 149832
7 38028 | 25445 | 48301 | 24608 | 228168 | 152670 | 289806 | 147648
8 34504 | 26233 | 42429 | 24665 | 207024 | 157398 | 254574 | 147990
9 40598 | 30284 | 43856 | 31139 | 243588 | 181704 | 263136 | 186834
10 45294 | 30660 | 50110 | 30674 | 271764 | 183960 | 300660 | 184044
11 39740 | 29925 | 46935 | 18862 | 238440 | 179550 | 281610 | 113172
12 40275 | 38990 | 43184 | 18382 | 241650 | 233940 | 259104 | 110292
13 50059 | 38271 | 43720 | 18074 | 300354 | 229626 | 262320 | 108444
14 43926 | 24940 | 47910 | 22610 | 263556 | 149640 | 287460 | 135660
15 47750 | 24192 | 50218 | 24192 | 286500 | 145152 | 301308 | 145152
Média | 44494 |29271,4 | 46580,5 | 22724 | 266964 | 175628,4 | 279483,2 | 136344
DP 4904,7 | 4319,3 | 2946,4 | 4139,1 | 29428,5 | 25916,2 | 17678,4 | 24834,6
Significancia p <0,01** p <0,01**

Nota: teste ANOVA; (**) Significativo ao nivel de 1%
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Tabela 10: Valores, média e desvio padrdo da incorporagdo de [*S] sulfato para avaliagdo da
sintese de proteoglicanos (PTG) produzida pelos condrocitos do tecido cartilaginoso do
condilo mandibular suino, referente aos grupos controles (-12 h. e -24 h.) e experimentais
(12 h. e 24 h.), durante a aplicacdo da forca de tracdo de 10 kPa.

PV [*°S] sulfato (C-DPM) Formula (2000 / 100)

()12h]| 12h [ (924h | 240 | ()12h | 12h [ ()24h | 24h

1 260,2 | 203,9 298,5 | 269,4 5204 4078 5970 5388

2 2856 | 2454 | 264 | 2444 | 5712 | 4908 | 5280 | 4888

3 2519 | 232,7 | 284 | 2758 | 5038 4654 5680 5516

4 297 | 257,9 | 264 | 252,4 | 5940 5158 5280 5048

5 257,1 | 242,1 | 280 | 268,2 | 5142 4842 5600 5364

6 2412 | 1756 | 269 | 188,1 | 4824 3512 5380 3762

7 255,1 | 222,9 | 2742 | 180,1 | 5102 4458 5484 3602

8 246,5 | 153,9 | 294 | 2134 | 4930 3078 5880 4268

9 2795 | 164,8 | 330,6 | 172,2 | 5590 3296 6612 3444

10 332,7 | 176,9 | 299,3 | 173,8 | 6654 3538 5986 3476

11 261,7 | 1653 | 289,1 | 213,9 | 5234 3306 5782 4278

12 2856 | 198,9 | 290,2 | 2156 | 5712 3978 5804 4312

13 260 | 208,4 | 280,5 | 204,9 | 5200 4168 5610 4098

14 297 | 203,7 | 295 | 199,7 | 5940 4074 5900 3994

15 2359 | 167,9 | 2655 | 2154 | 4718 3358 5310 4308
Média | 269,8 | 201,35 | 285,19 |219,15| 5396 | 4027,06 | 5703,86 | 4383,06
DP 26,03 | 33,360 | 17,67 | 35,15 | 520,74 | 667,20 | 353,41 | 703,09

Significancia p <0,01** p <0,01**

Nota: teste ANOVA; (**) Significativo ao nivel de 1%
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Tabela 11: Valores, média e desvio padrdo da incorporacdo de [*H] timidina para avaliacéo
da sintese de DNA produzida pelos condrdcitos do tecido cartilaginoso do joelho suino,
referente aos grupos controles (-12 h. e -24 h.) e experimentais (12 h. e 24 h.), durante a
aplicacdo da forca de tracéo de 10 kPa.

JEYE. [*H] timidina (H-CPM) Férmula (1800 / 300)
(-) 12h 12h (-) 24h 24h (-) 12h 12h (-) 24h 24h

. 26448 | 62265 | 19593 | 31590 | 158688 | 373590 | 117558 | 189540
2 27834 | 61644 | 19833 | 29934 | 167004 | 369864 | 118998 | 179604
£ 27558 | 57207 | 19872 | 32214 | 165348 | 343242 | 119232 | 193284
4 27945 | 58323 | 20097 | 31293 | 167670 | 349938 | 120582 | 187758
< 17661 | 56343 | 30717 | 30381 | 105966 | 338058 | 184302 | 182286
6 16851 | 58269 | 31074 | 31383 | 101106 | 349614 | 186444 | 188298
! 24718 | 55221 | 31392 | 30714 | 148308 | 331326 | 188352 | 184284
£ 25918 | 53418 | 36197 | 30540 | 155508 | 320508 | 217182 | 183240
9 19972 | 56819 | 18264 | 28362 | 119832 | 340914 | 109584 | 170172
10 23347 | 56821 | 25459 | 28398 | 140082 | 340926 | 152754 | 170388
1 24692 | 55921 | 18126 | 29100 | 148152 | 335526 | 108756 | 174600
12 25194 | 57012 | 19255 | 28980 | 151164 | 342072 | 115530 | 173880
e 26210 | 60443 | 22473 | 30611 | 157260 | 362658 | 134838 | 183666
14 22332 | 58162 | 21557 | 28971 | 133992 | 348972 | 129342 | 173826
= 24048 | 55912 | 30917 | 31153 | 144288 | 335472 | 185502 | 186918

JUERE 24048,5 | 57585,3 | 24321,7 | 30241,6 | 144291,2 | 345512 | 145930,4 | 181449,6
Bl 3490,6 | 2384,4 | 6060,8 | 1223,3 | 20944,1 | 14306,4 | 36364,8 | 7339,9

Significancia p <0,01** p <0,05*

Nota: teste ANOVA; (*) Significativo ao nivel de 5%, (**) Significativo ao nivel de 1%
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Tabela 12: Valores, média e desvio padrdo da incorporagdo de [*S] sulfato para avaliagdo da
sintese de proteoglicanos (PTG) produzida pelos condrécitos do tecido cartilaginoso do joelho
suino, referente aos grupos controles (-12 h. e -24 h.) e experimentais (12 h. e 24 h.), durante
a aplicagéo da forca de tragédo de 10 kPa.

PV [*°S] sulfato (C-DPM) Formula (2000 / 100)
(-)12h | 12h | (-)24h | 24h | (1) 12h 12h (-) 24h 24h
1 406 | 306,75 292 302,6 8120 6135 5840 6052
2 385,75 | 320,5 326 311,75 | 7715 6410 6520 6235
3 349,5 304 330 531,25 | 6990 6080 6600 10625
4 401,25 | 379,25 | 253,25 565 8025 7585 5065 11300
5 387,5 350 302,25 | 5725 7750 7000 6045 11450
6 332,25 | 341,75 | 273,5 524 6645 6835 5470 10480
7 413,25 | 477 311,75 | 347,25 | 8265 9540 6235 6945
8 379 | 468,25 | 374,25 | 371,6 7580 9365 7485 7432
9 335,5 | 504,75 375 402,8 6710 10095 7500 8056
10 357 | 499,75 | 326,7 | 389,1 7140 9995 6534 7782
11 367,6 | 3984 348,1 | 3815 7352 7968 6962 7630
12 3219 | 3719 295,7 | 450,1 6438 7438 5914 9002
13 381,5 | 422,1 3054 | 5514 7630 8442 6108 11028
14 297,1 | 372,9 315,1 489 5942 7458 6302 9780
15 401,3 | 359,5 318,6 545 8026 7190 6372 10900
Média | 367,76 | 391,78 | 316,50 | 448,99 | 73552 | 7835,73 | 6330,13 | 8979,8
DP 34,48 | 67,98 33,13 | 96,10 | 689,79 | 1359,71 | 662,68 | 1922,01
Significancia p > 0,05 p <0,01**

Nota: teste ANOVA; (**) Significativo ao nivel de 1%; (p > 0,05) néo significativo ao nivel

de 5%
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Tabela 13: Quantificagdo e qualificacdo da densidade dptica dos &cidos nucléicos em duas

diferentes coletas de cultura celular.

T g Coletas
cuItSrrT;pgeluelar Igjr?i?:gfﬁgigo 1 28

(dias) ng / pl taxa pg / pl taxa
Condilo 1,49 1,519 1,34 1,534

3 Joelho 1,01 1,499 1,00 1,619
Condilo 1,13 1,534 1,29 1,499

° Joelho 1,35 1,501 1,36 1,593
Condilo 1,50 1,60 1,39 1,512

° Joelho 1,52 1,509 1,07 1,533
Condilo 1,49 1,511 1,05 1,494

2 Joelho 1,22 1,510 1,10 1,520

Tabela 14: Quantificacdo da expressdo de colageno tipo Il no RNAm dos condrocitos dos

tecidos cartilaginosos do condilo mandibular e do joelho de suinos e tempo-dependente do

cultivo celular.

Cartilagem | Amostra | CT CT ACT -((contACT)-ACT)
(dias) (G3PDH) G3PDH | 2nTematirs
1 22,76 14,68 7,98 0,003960779

Condilo (3d) 2 2229 | 1488 | 7,51 | (005486113
Meédia | 14,78 | nMgdia | 0,004723446 1
DP | 0,001078574 0,228344669
1
Joelho (3d) 2392 | 1566 | 832 | 0,003129179
2 2378 | 1554 | 818 | 0,003448059
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Média | 156 | Media| 0003288619 0,696232981
DP | 0,000225482 0,047736708
(Continua)
(Continuacdo tabela 14)
1 26,17 | 14,78 | 11,24 | 0,00041345
Condilo (6d)
2 26,04 | 1508 | 11,11 | 0,000452436
Média | 1493 | Média | 0000432943 0,091658234
DP | 2 75671E-05 0,005836219
Joelho (66) 1 20,3 14,4 5,77 | 0,018325546
2 20,34 | 14,66 | 581 | 0017824433
Média | 1453 | Meédia| 001807499 3,826653156
DP | 0,00035434 0,075017353
_ 1 32,11 | 1517 | 16,93 | 8,0087E-06
Condilo (9d)
2 3161 | 1519 | 16,43 | 1,1326E-05
Média | 1518 | Meédia| 9 66736E-06 0,002046675
DP | 234569E-06 0,000496607
Joelho (9d) 1 22,08 | 158 | 6,185 | 0,013744517
2 21,96 | 1599 | 6,065 | 0,014936646
Média | 15,895 | Média | 9 014340581 3,036042156
DP | 0,000842962 0,178463423
condilo 1 33,82 | 1533 |18,335| 3,02423E-06
(12d) 2 3402 | 1564 |18535 | 2,63275E-06
Média | 15,485 | Media | 2 82849E-06 0,000598819
DP | 2 76822E-07 5,86059E-05
Joetho (124) 1 22,99 | 16,52 | 6,345 | 0,012301687
2 23,16 | 16,77 | 6,515 | 0,010934265
Média | 16,645 | Media | 0011617976 2,459639813
DP | 0,000966914 0,204705159
Significancia p = 0,019*

Nota: teste t de Student; (*) Significativo ao nivel de 5%
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Tabela 15: Quantificacdo da expressdo de agrecanos no RNAm dos condrécitos dos tecidos
cartilaginosos do condilo mandibular e do joelho de suinos e tempo-dependente do cultivo

celular.

Caz:jiilzs%em Amostra | CT (GPSI:D-II-DH) ACT G3PDH | 2n(comtaCm)-acT)
condilo 1 23,25 | 14,68 | 8,47 | 0,002820174
(3d) 2 23,18 | 14,88 8,4 | 0,002960384

Media | 14,78 | Media | 0,002890279 1

DP | 9,91432E-05 |  0,034302306
Joetho (3d) 1 2517 | 1566 | 9,57 | 0,001315658
2 2534 | 1554 | 9,74 | 0,001169413

Media | 156 | Media| 0001242535 | 0,429901496

DP | 0,000103411 0,035778838
condilo 1 2474 | 14,78 | 9,81 | 0,001114027
(6d) 2 2457 | 1508 | 9,64 | 0,001253346

Média | 1493 | Media| 0001183686 0,409540501

DP | 985131E-05 0,03408428
Joelho (6d) ! 2257 | 144 | 8,04 | 0,003799433
2 2233 | 1466 | 7,8 | 0,004487103

Média | 14,53 | Media| 01143068 | 1433518382

DP 1 0,000486256 0,16823836
condilo 1 26,99 | 1517 | 11,81 | 0,000278507
(9d) 2 26,89 | 15,19 | 11,71 | 0,000298496

Média | 1518 | Media | 0000288501 0,099817858

DP | 1 41346E-05 0,004890406
Joetho (9d) 1 2297 | 158 | 7,075 | 0,007416735
2 2355 | 1599 | 7,655 | 0,004961527
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Media | 15895 | Média | 0006189131 | 2,141361149

DP | 0,001736094 0,600666655

(Continua)

(Continuacdo da tabela 15)

condilo 1 28,94 | 1533 | 13,455 | 890515E-05
(12d) 2 29,13 | 1564 | 13,645 | 7,80631E-05

Media | 15485 | Media | g35573E-05 |  0,028909772

DP | 777001E-06 0,002688324
Joetho (124) 1 24 16,52 | 7,355 | 0,006108357
2 24,07 | 16,77 | 7,425 | 0,005819053

Média | 16,645 | Media | 0005963705 2,063366359

DP | 0,000204569 4,01115E-06

Significancia p =0,046*

Nota: teste t de Student; (*) Significativo ao nivel de 5%
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5 DISCUSSAO

A cartilagem articular fornece uma camada resiliente que protege a articulacéo,
distribuindo as forcas sobre a superficie Gssea e prevenindo danos potenciais que poderiam
ser causados por altas concentracdes de cargas mecanicas (JEFFREY, THOMSON e
ASPDEN, 1997; LEIPZIG e ATHANASIOU, 2007).

Forca mecanica excessiva tem sido relacionada como um dos fatores de degradacdo da
matriz extracelular do tecido cartilaginoso e uma das causas de doencas degenerativas, como
a osteoartrite (FUJISAWA et al., 1999; HONDA et al., 2000; OSTENDOREF et al., 1995). A
compreensdo do metabolismo da matriz extracelular dos tecidos cartilaginosos, em relacéo as
forcas mecanicas, é considerada fundamental para um melhor entendimento desses processos
patologicos que acometem as articulagbes sinoviais. A articulagcdo témporo-mandibular
(ATM) e o joelho séo estruturas anatdmicas preparadas para resistir as cargas mecanicas
externas, devido ao seu mecanismo de absorcao de forca e dissipacao de energia. Entretanto,
0 comportamento dos condrdcitos provenientes dessas diferentes articulacbes aos picos de
forcas ainda permanece obscuro. De acordo com a literatura consultada, ndo existem
pesquisas que avaliem, simultaneamente, os efeitos das forcas mecanicas de tracdo sobre 0s
condracitos dos tecidos cartilaginosos do condilo mandibular e do joelho de suinos, portanto,
este estudo pode ser considerado inédito.

O porco foi eleito o animal modelo para essa pesquisa porgue a sua ATM é semelhante
anatomicamente a dos seres humanos (BERMEJO, GONZALEZ e GONZALEZ, 1993),
sendo freqilentemente utilizado em outros estudos (BERMEJO, GONZALEZ e GONZALEZ,
1993; HERRING, 2002; KUBOKI et al., 1997; MARKS et al. 1997; ROTH et al., 1997;
SUN, LIU e HERRING, 2003; TANAKA E. et al., 2006). Funcionalmente, a ATM suina
proporciona movimentos de translacdo e rotacdo durante a mastigacdo como a dos humanos
(DRUZINSKY, 1993; LANGENBACH e VAN EIJDEN, 2001; SUN, LIU e HERRING,
2003), porém se diferencia no aspecto da frequéncia de mastigacéo, visto que a do porco é de
2-3 Hz, engquanto que a do ser humano é de aproximadamente 1 Hz (GALLO et al., 2000). A
forca que incide no pescoco do condilo suino durante a mastigacdo normal parece ser de

aproximadamente 0,02% de alongamento (MARKS et al., 1997), enguanto que na ATM
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humana foi verificado, in vitro, que essa forca condilar € de 0,04% de alongamento
(THROCKMORTON e DECHOW, 1994). Apesar de existir essas pequenas diferencas entre
essas articulagbes, o porco é considerado um dos melhores modelos de animal para se estudar
a ATM (HERRING, 2003; SUN, LIU e HERRING, 2003).

O material e método utilizado para extracdo e cultura celular, aplicacdo das forcas
mecénicas de tracdo e avaliacdo da sintese de DNA e proteoglicanos (PTG), através da
incorporacéo de [H] timidina e [*S] sulfato, respectivamente, e utilizagdo dos métodos RT-
PCR e PCR em tempo real, foram determinados com base nas pesquisas de Fujisawa et al.
(1999); Honda et al. (2000) e Tanaka N. et al. (2005).

Para a avaliacdo da expressdo de colageno tipo Il e de agrecanos no RNAmM dos
condrocitos do condilo mandibular e do joelho de suinos, o0 metodo escolhido foi 0 PCR em
tempo real, por apresentar diversas vantagens. Essa técnica é rapida de ser realizada e é um
dos métodos mais sensiveis e reproduziveis para quantificar a concentracdo do alvo do DNA
em solucBes biologicas. E mais sensivel porque os alvos sdo projetados para funcionar ao
méaximo da sua eficiéncia numa ordem de magnitude 5 vezes superior, e mais reproduziveis
porque os dados da quantificacdo sdo coletados na fase exponencial do PCR, onde a
variabilidade ¢é reduzida. O PCR em tempo real é a reacdo em cadeia da polimerase com
transcricdo reversa (RT-PCR), que inclui um corante fluorescente ou sonda marcadora
utilizada para a deteccdo do DNA amplificado a medida que este esta sendo produzido. O
corante fluorescente usado nessa pesquisa foi 0 SYBR Green, por ser de baixo custo e bastante
sensivel.

Nesse estudo, os condrdcitos extraidos do condilo mandibular e do joelho de suinos
foram submetidos as forcgas ciclicas de tracdo, porque tém sido demonstrado que cargas
mecanicas dinamicas causam menos desgaste da cartilagem (JEFFREY, THOMSON e
ASPDEN, 1997) e estimulam mais a sintese de matriz extracelular do que as forcas estaticas
(HOLMVALL et al., 1995; LARSSON, ASPDEN e HEINEGARD, 1991). Os estudos de
Wang e Mao (2002 a,b) demonstraram que a aplicacdo de uma pequena carga de estimulo
oscilatério ndo invasivo, em associacdo com forcas ciclicas, foi um estimulo anabdlico
potente para o crescimento condral e para 0 aumento do nimero de células proliferativas
(WANG e MAO, 2002 a,b). Esses autores observaram que a média do nimero de condrdcitos
na zona proliferativa tratados com forgas ciclicas foram significantemente maior (1045 + 127)
do que a dos submetidos as forcas estaticas (632 + 85) e a dos grupos controles (632 + 60).
Além disso, Wu e Chen (2000) verificaram em seu estudo, que forcas mecanicas ciclicas

foram capazes de estimular ndo apenas a proliferacdo dos condrécitos, mas também
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promoveram a maturacdo e a hipertrofia da matriz. O nimero de condrdcitos, quando
comparados aos grupos controles, demonstrou um aumento de mais de 30% apos 48 h. de
estimulo mecénico ciclico. Holmvall et al. (1995) também constataram um aumento da sintese
de PTG e de colageno tipo Il durante a aplicacdo de forgas ciclicas, mesmo sob a elevada
magnitude de carga de 18 kPa (24% de alongamento).

Em relacdo as magnitudes das forcas de tracdo, as condi¢cdes determinadas nessa
pesquisa foram de 2 kpa (3% de alongamento), 5 kPa (7% de alongamento) e 10 kPa (12% de
alongamento), em uma freqiiéncia de 30 ciclos/min. com duracéo e intervalo de 1 seg. cada.
Houve a preocupacéo de estipular forcas menores do que 15 kPa e de 23% de alongamento,
pois Fujisawa et al. (1999) e Honda et al. (2000) ja haviam demonstrado que essas cargas
excessivas causaram diminuicdo do metabolismo celular, podendo estar relacionada com a
degradacédo da matriz cartilaginosa.

Os valores utilizados para a analise estatistica foram aqueles submetidos as formulas
de [1800/300] para a analise da incorporacéo de [*H] timidina e a de [2000/100] para a analise
da expressdo de [*°S] sulfato. Essas formulas foram estabelecidas, pois para a analise da
sintese de DNA, 300 ul da amostra foram inoculados em 1800 ul de substéncia quimica,
assim como para avaliacao da sintese de PTG, 100 ul da amostra foram inseridos num total de
2000 pl de solugéo quimica.

A partir dos dados contidos nas tabelas 1 a 8 (pag. 49 a 56) e representados nos
gréficos 1 (pag. 68) e 2 (pag. 69), pdde-se constatar que as for¢as mecénicas de tracdo mais
leves, tais como as de 2 kPa (3% alongamento) e 5 kPa (7% alongamento), estimularam a
sintese de DNA e de PTG produzidas pelos condrdcitos do condilo mandibular e do joelho de
suinos, para ambos os tempos de 12h e 24h. Este estimulo pode ser constatado pelo aumento
médio de [3H] timidina e de [*S] sulfato observado nos grupos experimentais (12 h. e 24 h.)
quando comparados aos grupos controles (-12 h. e -24 h.), conforme dados das tabelas 1 a 4
(pag. 49 a 52) para a aplicacdo de forca de tracdo de 2 kPa e das tabelas 5 a 8 (pag. 53 a 56),
para as forcas de tracdo de 5 kPa. Conforme ilustrado no gréafico 1 (pag. 68) foi observado que
a forca de 2 kPa teve um efeito estatisticamente significativo sobre os condrdcitos do condilo
mandibular suino, provocando um aumento médio de [*H] timidina e de [*S] sulfato para os
tempos de 12 h. (p < 0,01) e de 24 h. (p < 0,05). Para os condrécitos do joelho suino
submetidos a forca de 2 kPa, os incrementos médios de [3H] timidina e de [*®S] sulfato, em
ambos os tempos de 12 h. e em 24h, ndo foram considerados estatisticamente significativos.

Portanto, as forcas de 2 kPa estimularam a sintese de DNA e de PTG, de forma significativa,
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somente para os condrécitos extraidos do condilo mandibular suino em relagdo aos do joelho
suino e conforme ilustrado no gréafico 1 (pag. 68). Estes achados estdo de acordo com 0s
encontrados por Wang e Mao (2002 a,b) que também verificaram que forcas leves

estimularam o metabolismo celular.
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* = Significativo ao nivel de 5%
** = Significativo ao nivel de 1%

Grafico 1: Comparacdo da sintese de DNA e proteoglicanos (PTG) entre os condrdcitos do
condilo mandibular e do joelho de suinos, sob forca ciclica de tracdo de 2 kPa (3% de

alongamento).

Os dados das tabelas 5 (pag. 53) e 6 (pag. 54) e representados no grafico 2 (pag. 69),
mostram que os condrécitos do céndilo mandibular suino submetidos a uma carga de tracao
de 5 kPa, continuaram apresentando um aumento médio estatisticamente significativo de
[®H] timidina e de [*°S] sulfato nas primeiras 12 h. (p < 0,01), porém durante as 24 h. o
aumento de [*H] timidina ndo apresentou mais uma significancia estatistica (p > 0,05). O
incremento médio da incorporagdo de [*S] sulfato continuou sendo estatisticamente
significativo apenas ao nivel de significancia de 5% de probabilidade. No entanto, p&de-se
notar que a magnitude de carga de 5 kPa teve um grande efeito sobre as células do joelho
suino, gerando um aumento estatisticamente significativo (p < 0,01) da incorporagdo desses

dois marcadores radioativos tanto para 12 h. quanto para 24 h. de estimulo mecénico,
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conforme relacionado nas tabelas 7 (pag. 55) e 8 (pag. 56) e representado no gréafico 2 (pag.
69). Apesar das variagbes na metodologia utilizada, os achados deste presente estudo
relacionando leves cargas de estimulo mecanico ao aumento dos marcadores radioativos de
[*H] timidina e de [**S] sulfato, estdo de acordo com as observacdes feitas por De Witt et al.
(1984) e Wu e Chen (2000).

5 kPa
(] Timidina ~ DNA [ *s] Sulfato
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4olﬂ ﬂllﬂ | 16 R |
30 12

0
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+
Tempo 12h 24h 12h 24h Tempo 12h 24h 12h 24h

* = Significativo ao nivel de 5%
** = Significativo ao nivel de 1%

Grafico 2: Comparacgdo da sintese de DNA e proteoglicanos (PTG) entre os condrdcitos do
condilo mandibular e do joelho de suinos, sob forca ciclica de tracdo de 5 kPa (5% de

alongamento).

Tendo por base os dados das tabelas 9 (pag. 57) e 10 (pag. 58), foi elaborado o gréafico
3 (pag. 70), no qual pdde-se observar que os condrécitos do cdndilo mandibular suino nédo
mostraram capacidade de resistir a uma maior magnitude de forca (10 kPa, 12% de
alongamento) apresentando consequentemente, uma inibicdo estatisticamente significativa
(p < 0,01) das expressdes tanto de [*H] timidina como de [*S] sulfato, para ambos os
periodos de estimulo mecanico. Conforme os resultados das tabelas 11 (pag. 59) e 12 (pag.
60) e também representados no grafico 3 (pag. 70), os condrdcitos do tecido cartilaginoso do
joelho suino quando submetidos a essa mesma magnitude de forca, continuaram

demonstrando um aumento estatisticamente significativo dos niveis de [3H] timidina para o
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tempo de 12 h. (p < 0,01) e para o tempo de 24 h. (p < 0,05), e de [*S] sulfato para o periodo
de 24 h. (p < 0,01). Apesar de o grupo de 12 h. ter demonstrado um aumento da sintese de
[*°S] sulfato, este incremento no foi considerado estatisticamente significativo (p > 0,05).
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[ ®H] Timidina DNA [ 8] Sulfato PTG
(x10“cpm/nicho) Joelho Condilo  (x103cpmimicho) Joelho Condilo
[ o 1 1 [ o 1T ]
40 — * *% *% 10 T

30

20\

10(
0

Grupos Grupos
p + p

+
Tempo 12h 24h 12h 24h Tempo 12h 24h 12h 24h

oON B~ OO ©

* = Significativo ao nivel de 5%
** = Significativo ao nivel de 1%

Grafico 3: Comparacgdo da sintese de DNA e proteoglicanos (PTG) entre os condrdcitos do
condilo mandibular e do joelho de suinos, sob forca ciclica de tracdo de 10 kPa (12% de

alongamento).

Portanto, os resultados dessa pesquisa evidenciaram que, exceto para 0s condrécitos
do joelho suino, forcas mecanicas de tracdo de magnitudes excessivas (10 kpa) ocasionaram
um efeito supressivo na sintese de DNA e PTG conforme os dados das tabelas 9 a 12 (pag. 57
a 60); o que esta de acordo com outros estudos (DE WITT et al., 1984; FUJISAWA et al.,
1999). Ohno et al. (2005) mostraram que for¢as mecéanicas ciclicas de 12% de alongamento
influenciaram negativamente a diferenciacdo dos condrécitos e Fukuda et al. (1997)
revelaram que forcas de 10 kPa diminuiram os niveis de PTG produzidos pelos condrdcitos,
enquanto que forcgas leves, tais como 2 kPa aumentaram o estimulo de sintese de PTG. De
Witt et al. (1984) também observaram que houve um aumento da sintese de DNA e de PTG
pelos condrécitos quando submetidos a forcas de tracdo de 5,5% de alongamento. No entato,

Homlvall et al. (1995) reportaram que as forgas de 18 kPa (2 seg./ 2 seg.) estimularam a
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expressdo no RNAm celular de colageno tipo Il e agrecanos. A diferenca de resultados entre
0s estudos in vitro pode estar relacionada com o tipo de cartilagem utilizada, as condicfes de
ensaio mecanico empregadas e até com processos bioldgicos de dificil dominio (TORZILLI et
al., 1997; DAHLBERG et al., 2000). Portanto, comparar os resultados desse estudo, de forma
direta, com os de outras pesquisas se torna complicado devido as diferencas de material e
método utilizados, tais como os tipos e magnitudes de forca usados, o animal modelo
utilizado e regibes anatdmicas diferenciadas. Essas varidveis, entrem outras, devem ser
consideradas como fatores de influéncia nos respectivos resultados.

Em relacdo a producéo de matriz extracelular e o periodo de estimulo mecénico, ndo
foi possivel correlacionar esses dois fatores, pois 0s dados demonstraram uma diversidade de
comportamento dos condrécitos de ambas as articulagbes quando submetidos ao ensaio
mecénico durante os tempos de 12 h. e 24 h, conforme pode ser visto nas tabelas 1 a 12 (pag.
49 a 60) e representados nos graficos 1 ao 3 (pag. 68 a 70). Os grupos experimentais de 24 h.
das células do joelho suino, em comparacdo aos grupos experimentais de 12 h., apresentaram
valores menores da sintese de [®H] timidina quando submetidas as forcas de tragdo de 5 kPa
(12 h. = 250748 / 24 h. =221734) e de 10 kPa (12 h. = 345512 / 24 h. = 181449,6). Em 2 kPa,
0 grupo experimental de 24h. (8824,53) apresentou um discreto aumento no nivel de [*H]
timidina quando comparado com o grupo experimental de 12h (8381,6). Os condrocitos do
joelho suino apresentaram valores maiores de [*S] sulfato nas unidades submetidas & forca
mecanica por 24 h. do que nas de 12 h., independente da magnitude de forca aplicada (tabelas
4,8¢e 12, pag. 52, 56 e 60 e, graficos 1 ao 3, pag. 68 a 70). As células do condilo mandibular
suino, quando submetidas a forca de 2 kPa, mostrou que o grupo de 12 h. (314424,8) teve um
maior aumento no nivel de incorporacéo de [3H] timidina do que o grupo de 24 h. (227507,4).
No entanto, foi observado que para a sintese de [*°S] sulfato, o grupo de 24 h. (8165,90)
apresentou valores maiores desse marcador do que o grupo submetido ao ensaio mecanico nas
primeiras 12 h. (6410,86). Para as células do cdndilo mandibular suino que receberam a forca
de 5 kPa, 0s grupos experimentais de 12 h. demonstraram maiores valores de [*H] timidina
(12 h = 335118,8 / 24 h. = 202640,4) e de [**S] sulfato do que os de 24 h. (12 h = 7916,53 /
24 h. = 7246,26). Nas tabelas 9 a 12 (pag. 57 a 60), representados no grafico 3 (pag. 70),
pOde-se observar que o estimulo mecanico de 10 kPa teve maior efeito sobre a producéo de
[*°S] sulfato pelos condrécitos do condilo suino quando submetidos ao ensaio mecénico
durante as 24 h. (4383,06) do que as primeiras 12 h. (4027,06). Os valores da incorporacao de
[3H] timidina foram maiores no grupo estimulado por 12h. (175628,4) do que nos de 24 h.

(136344). Fujisawa et al. (1999) também ndo encontraram correlacdo entre tempo de estimulo
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mecanico e metabolismo celular. Esses autores observaram uma diminuigdo da incorporagao
de [*S] sulfato, independente do tempo de 24 h. e 48 h. de exposicdo as forcas ciclicas de
tracdo. Bachrach et al. (1995) verificaram a sintese de [*S] sulfato através da aplicacdo de
forcas estaticas de compressdo com magnitude de 0,1 MPa, durante 10 min. e 20 h.
Concluiram que quando os condrdcitos foram submetidos ao ensaio mecanico por 10 min., a
incorporacdo de [*°S] sulfato apresentou um aumento de 57%, no entanto quando as células
foram submetidos a forca mecéanica por 20 h., o nivel de incorporacdo desse marcador
radioativo diminuiu em 48%.

Segundo Fujisawa et al. (1999), ndo apenas a magnitude de forca mas também a
freqiiéncia da carga mecéanica afeta a producdo de DNA e de PTG. Esses autores concluiram
que alta freqliéncia de forcas ciclicas de tracdo (30 ciclos / min., 1 seg. duracdo / 1 seg.
intervalo) produziu um efeito supressivo na sintese de [°H] timidina e [*®S] sulfato quando
comparados com as freqiiéncias médias (1 ciclo / 2 min.; 1 seg. duracdo / 119seg. intervalo) e
baixas (1 ciclo / 4 min.; 1 seg. duracdo / 239 seg. intervalo). No presente estudo foi adotado
somente a freqiiéncia de 30 ciclos/min. com 1 seg. duracdo / 1 seg. intervalo, ndo sendo
possivel verificar a influéncia da variacdo da frequéncia de forca na sintese de DNA e PTG.

Para a realizacdo do RT-PCR e do PCR em tempo real, a quantificacao e qualificacdo
da densidade dptica dos acidos nucleicos (RNA total) foram determinadas previamente, como
pode ser observaado na tabela 13 (pag. 61).

De acordo com os dados contidos nas tabelas 14 (pag. 61) e 15 (pag. 63) e
representados nos graficos 4 e 5, (pag. 73), foi verificado que existe uma diferenca no padrédo

de metabolismo dos condrécitos das cartilagens do condilo mandibular e do joelho de suinos.
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Gréfico 4: Comparacdo da expressao de colageno tipo Il no RNAm dos condrdcitos do

céndilo mandibular e do joelho de suinos.

Os gréficos 4 (pag. 72) e 5 mostram que os condrécitos do tecido cartilaginoso do
céndilo mandibular suino demonstraram uma alta expressdo de colageno tipo Il e de
agrecanos no 3° dia (1,0) de cultivo celular. Porém, foi observado uma diminuigdo
progressiva da expressdao dessas duas proteinas no RNAm conforme o processo de
diferenciacdo dos condrdcitos. Essa diminuicdo de expressdo de colageno tipo Il foi bastante
acentuada, alcancando niveis de 0,09 no 6° dia, 0,002 no 9° dia e finalizando em 0,0005 no
dia 12. O gréfico 5, gerado pelos dados da tabela 15 (pag. 63), mostram que os condrocitos do
condilo mandibular suino apresentaram esse mesmo comportamento para a expressdo de
agrecanos, onde foi verificado niveis dessa proteina no 3° dia de 1,0, no 6° dia de 0,40, no 9°
dia de 0,09 e no 12° dia de 0,02. Em contra-partida e conforme representado nos graficos 4
(pag. 72) e 5, os condrocitos do tecido cartilaginoso do joelho suino demonstraram baixos
niveis de expressao de colageno do tipo Il (0,69) e agrecanos (0,42) no inicio do cultivo
celular (3° dia). Na tabela 15 (pag. 63), representado no grafico 5, p6de-se verificar que houve
um aumento da expressdo de agrecanos no RNAm conforme o amadurecimento do cultivo
celular, onde uma estabilidade de nivel foi atingida entre o 9° dia (2,14) e 0 12° dia (2,06). Em
relacdo a expressao de colageno do tipo Il (grafico 4, pag. 72), foi observado que do 3° dia
(0,69) ao 6° dia (3,82), houve um grande aumento da expressdo dessa proteina, com uma leve
queda do 6° dia (3,82) ao 12° dia (2,45) de cultivo celular. E importante ressaltar que os
condrécitos do joelho suino expressaram uma maior quantidade de colageno tipo Il e de
agrecanos nos RNAm do que as células do condilo mandibular suino, diferenca essa
estatisticamente significativa ao nivel de 5% (p < 0,05), conforme os dados das tabelas 14

(pag. 61) e 15 (pag. 63) e representados nos graficos 4 (pag. 72) e 5.
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Grafico 5: Comparagdo da expressdo de agrecanos no RNAm dos condrdcitos do condilo
mandibular e do joelho de suinos.

De acordo com os resultados desse estudo (tabelas 1 a 12, graficos 1 ao 3), ficou
evidente que os condrécitos do cdndilo mandibular e do joelho de suinos demonstraram
comportamentos distintos as cargas mecanicas, 0 que poderia elucidar o processo de
destruicéo e reparo dos tecidos cartilaginosos dessas duas articulagdes (POOLE et al., 1994).
De acordo com Little e Ghosh (1997), Salter, Godolphin e Gourlay (1995), Tanaka, Fujii e
Kumagae (1999), como as cartilagens podem apresentar diferentes populagdes de condrécitos
dependendo da regido da articulacdo e do estagio de desenvolvimento, é de se esperar que
condracitos de diferentes articulagfes também apresentem fendtipos distintos. Portanto, esse
fato pode justificar as diferencas de metabolismo entre os condrécitos do condilo mandibular
e do joelho de suinos. Estudos adicionais sobre as propriedades da matriz extracelular que
compdem cada cartilagem articular podem esclarecer esses diferentes mecanismos de
resisténcia as forcas mecanicas e elucidar alguns processos degenerativos dos tecidos
cartilaginosos.

O condilo mandibular humano distingue-se das outras cartilagens articulares dos 0ssos
longos por diversos aspectos morfolégicos e funcionais (DURKIN, HEELEY e IRVING,
1974). O condilo mandibular humano apresenta a capacidade de remodelamento e de
adaptacdo durante o periodo de crescimento (MOSS, 1960; PROFFIT, 2002), fato esse que
pode ser utilizado durante o tratamento ortodontico com a utilizacdo de aparelhos funcionais
para alcancar os efeitos desejados em relacdo ao crescimento mandibular. Roth et al. (1997)
descreveram que a cartilagem do céndilo mandibular suino apresenta uma maior quantidade
de PTG com um baixo contetdo de glicosaminoglicanos do que a do joelho suino, e
concluiram que os componentes da sua matriz extracelular parecem se adaptar as
necessidades funcionais. A alta capacidade de ligacdo aquosa da cartilagem do céndilo pode
estar relacionada com o processo de regulacdo do metabolismo, migracdo, proliferacdo e
diferenciacdo celular (RUOSLAHTI, 1989). Diferentemente do condilo mandibular suino, a
cartilagem articular do joelho suino é composto por uma maior quantidade de
glicosaminoglicanos do que conteddo aquoso. Essa caracteristica estrutural da cartilagem
pode estar relacionada com a protecdo da articulacdo do joelho contra uma forca excessiva e
0s possiveis danos causados por ela (KUETTNER e COLE, 2005; TREPPO et al., 2000).

A avaliagdo da expressdo da matriz cartilaginosa entre os condrécitos do condilo

mandibular e do joelho de suinos revelou que as células do joelho suino mostraram uma
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maior expressao de colageno tipo Il e de agrecanos no RNAmM durante a fase de formacédo de
matriz do que os condrdcitos do condilo suino (Gréficos 4, pag. 72 e 5, pag. 73). De uma
maneira geral, foi constatado que, independente das magnitudes de forcas aplicadas, as
células do joelho suino (gréaficos 1 ao 3, pag. 68 a 70) apresentaram maior sintese de PTG do
que as do condilo suino. Essas duas observagdes confirmam a evidéncia de que a quantidade
de matriz extracelular sintetizada pelos condrécitos do joelho suino é maior do que a
produzida pelas células do céndilo mandibular suino.

O fato de a for¢a de 10 kPa ter reduzido a sintese de DNA e de PTG nos condrocitos
do cbndilo mandibular suino (tabelas 9 e 10, pag. 57 e 58, e grafico 3, pag. 70), essa
magnitude de carga pode ser considerada uma forca excessiva e inibitoria do metabolismo
celular. Alguns autores verificaram que forcas ndo balanceadas e/ou excessivas podem causar
injarias as células, alteracdes no ambiente local (JEFFREY, THOMSON e ASPDEN, 1997),
diminuicdo do contetdo aquoso (HONDA et al., 2000), modificacbes no pH intersticial,
aumento da densidade de carga, alteracdo na bio-sintese (BACHRACH et al., 1995;
TORZILLI et al., 1997) e mudancas na morfologia (BEN-ZE’EV, 1991, HONDA et al.,
2000; SACHS, 1991) e no citoesqueleto das células (JEFFREY, THOMSON e ASPDEN,
1997; VAREDI ET AL., 1997; WANG e INGBER, 1994). Essa deformacéo no citoesqueleto
por sua vez, pode estar associada com a regulacdo do gene de expressao das propriedades da
matriz extracelular (VAREDI ET AL., 1997; SACHS, 1991; WATSON, 1991). Essas
observacOes sugerem que forcas demasiadas e acima de 15 kPa (FUJISAWA et al., 1999;
HONDA et al., 2000) podem causar ndo apenas deformacdo na cartilagem articular mas
também ocasionar degradacdo na matriz extracelular (JEFFREY, THOMSON e ASPDEN,
1997). Essa pesquisa ndo teve como objetivo avaliar o processo e 0 mecanismo de degradacao
da matriz extracelular, portanto estudos adicionais sdo necessarios para uma melhor
compreensdo da traducdo dos sinais celulares e, conseglientemente, do processo de
degeneracdo dos tecidos cartilaginosos, como ocorre nos casos da doencga osteoartrite.

Foi verificado também, que os condrocitos do céndilo mandibular e do joelho de
suinos apresentaram diferentes mecanismos de respostas as forcas mecanicas e diferenciado
metabolismo celular. Estudos futuros serdo de grande valia para esclarecer que as interacdes
entre os condrdcitos e a matriz extracelular circundante através dos receptores da superficie
celular, em diferentes areas e estagios de desenvolvimento, parecem estar envolvidos no
metabolismo das proteinas da matriz e funcdo da cartilagem (SALTER, GODOLPHIN e
GOURLAY, 1995).
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6 CONCLUSAO

1. Os condrécitos do tecido cartilaginoso do céndilo mandibular suino quando submetidos a
forca de tracdo de 2 kPa apresentaram um aumento da sintese de DNA estatisticamente
significante para os tempos de estimulo mecénico de 12 h. (p < 0,01) e de 24 h. (p < 0,05).
Quando aplicados a forca mecénica de 5 kPa, os condrécitos do condilo mandibular suino
também apresentaram um aumento da incorporacdo de [3H] timidina para ambos os periodos
de 12 h. e 24 h., sendo estatisticamente significante ao nivel de 1% apenas para o periodo de
12 h. No entanto, quando os condrocitos do condilo suino foram submetidos a magnitude de
forca de tracdo de 10 kPa, houve uma diminuicdo estatisticamente significativa (p < 0,01) da
sintese de DNA nos tempos de 12 h. e 24 h. Os condrocitos do tecido cartilaginoso do joelho
suino apresentaram um aumento da incorporacéo de [3H] timidina para todas as magnitudes
de forca de tracdo. Para a forca de tracdo de 2 kPa, o aumento da sintese de DNA néo foi
considerado estatisticamente significativo (p < 0,05). O aumento da expressdo de
[H] timidina foi estatisticamente significante ao nivel de 1% para os grupos de 5 kPa (12 h. e
24 h.) e de 10 kPa (12h.) e estatisticamente significante ao nivel de 5% para o grupo de
10 kPa (24 h.).

2. Os condrdcitos do tecido cartilaginoso do cdndilo mandibular suino, quando submetidos as
magnitudes de forcas de tracdo de 2 kPa e de 5 kPa, apresentaram um aumento
estatisticamente significante da sintese de proteoglicanos (PTG) para os periodos de tempo de
12 h. (p < 0,01) e de 24 h. (p < 0,05). A forca de tracdo de 10 kPa reduziu estatistica e
significantemente a sintese de PTG produzida pelos condrécitos do céndilo mandibular suino,
em ambos os periodos de 12 h. e 24 h. (p < 0,01). Em relacdo aos condrécitos do tecido
cartilaginoso do joelho suino, as trés magnitudes de forcas estimularam a incorporacdo de
[*°S] sulfato em todos os grupos testados. No entanto, 0 aumento da sintese de PTG quando a
forca de tragdo de 2 kPa foi aplicada, ndo foi considerado estatisticamente significativo
(p < 0,05). As forcas de tracdo de 5 kPaem 12 h. e 24 h., e os de 10 kPa em 24h. estimularam
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o aumento da incorporacdo de [*°S] sulfato estatisticamente significativo ao nivel de 1%
(p<0,01).

3. Os condrdcitos das cartilagens do céndilo mandibular e do joelho de suinos apresentaram
diferencas no metabolismo celular. Foi verificado que os condrécitos do joelho suino
apresentaram uma maior expressdo de colageno tipo Il e de agrecanos do que os condrdcitos
do cbndilo mandibular suino, diferenca essa estatisticamente significante (p < 0,05). A
expressao de colageno tipo Il e agrecanos nos condrocitos do condilo mandibular suino foram
altamente evidenciadas na fase inicial e proliferativa de cultivo celular (dia 3) e diminuiram
progressivamente durante a fase de formacdo de matriz extracelular (dia 6 ao dia 12).
Contrariamente, os condrocitos do joelho suino apresentaram um aumento da expressao de
agrecanos cronologicamente conforme o amadurecimento do cultivo celular (dia 6 ao dia 12).
Ja em relacdo ao colageno tipo Il, as células do joelho suino apresentaram um aumento
expressivo na fase proliferativa (dia 3), seguida de discreta queda durante a fase da matriz
celular (dia 6 ao dia 12).
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APENDICE A - Solugéo padrio de a-MEM (o-minimum essential medium)

- 500 ml de &gua destilada

- 5,05 g de pé a-MEM (Sigma-Aldrich Inc., St. Louis , USA)

- 1,25 g de bicarbonato de s6dio (NaHCOs)

- 146 mg de L(+) Glutamina

- 32 unidades/ml (250 pl) de penicilina (Meijiseika, Téquio, Japéo)

- 120 pg/ml de kanamicin (Meijiseika, Toquio, Japéo)

- 250 ng/ml (500pl) de anfotericin B (ICN Biomedicals Corp., Costa Mesa, USA)



