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Estudo Preliminar de Comparacdo dos Niveis da Proteina C-Reactiva no Soro e no

Liquido Sinovial de Canideos com Doenga Degenerativa Articular

Resumo

A doenca degenerativa articular (DDA) apresenta uma etiologia multipla que envolve factores
bioquimicos, biomecéanicos e genéticos de todas as estruturas da articulacdo sinovial, e
caracteriza-se por uma perda generalizada e progressiva da cartilagem articular, acompanhada
pela tentativa de reparacdo da mesma. Muito embora esteja classificada como uma doenca
articular nao inflamatoria, sabe-se que existe um importante componente inflamatério
regional constituido por um caldo heterogéneo de citoquinas pré-inflamatdrias que surgem em
quantidades significativas, que estimulam a sintese da proteina C-reactiva (PCR). O presente
estudo desenvolvido numa amostra de 16 (n=16) canideos (Canis familiaris) com diagnostico
de DDA e um grupo controlo, teve como objectivos: 1) detectar e quantificar a PCR no
liquido sinovial da articulagdo afectada, utilizando para tal um teste ELISA validado para a
deteccdo e quantificacdo da PCR sérica (Phase™ Range Canine C-Reactive Protein Assay,
comercializado pelo laboratério Tridelta Development Limited), 2) estudar as possiveis
relacBes entre os valores da PCR sérica e sinovial, 3) entender de que modo os parametros:
dor, condicdo corporal, tipo de actividade fisica, contagem de leucécitos, sexo, grau de DDA
apresentada pelos individuos com DDA podem influenciar os niveis da PCR sérica e sinovial.
Os resultados permitiram concluir que o teste de ELISA é valido para determinar e quantificar
a PCR no liquido sinovial; que existe uma relacdo entre a PCR sérica e a PCR sinovial
(R=0,78 com p<0,001); que individuos com DDA apresentam niveis séricos da PCR dentro
dos valores de referéncia, e que se verifica uma relagdo entre o nivel algico do doente e a

concentracdo da PCR sérica (p=0,01).

Palavras-chave: Proteina C-reactiva; Doenga degenerativa articular; Liquido sinovial; Soro;

Articulagdo; Canideo.






Preliminary Study of Comparison of C-Reactive Protein Levels in Serum and Synovial

Fluid of Canine with Degenerative Joint Disease

Abstract

The degenerative joint disease presents a diverse etiology involving biochemical, biochemical
and genetic factors of all synovial structures, being characterized by a widespread and a
progressive loss of articular cartilage, followed by repair attempted of it. Although classified
as a non-inflammatory joint disease, is known that there is a significant inflammatory
component, comprising a local heterogeneous broth of pro-inflammatory cytokines that occur
in significant quantities, which stimulate the synthesis of C-reactive protein (CRP). The study
was conducted on a 16 sample (n = 16) of Canis familiaris diagnosed with DDA and a control
group, with the following aims: 1) identify and quantify the CRP in the synovial fluid of the
affected joint using a validated ELISA test for detection and quantification of seric PCR
(Phase™ Range Canine C-Reactive Protein Assay, Tridelta Development Limited), 2) study
the possible association between serum and synovial PCR levels 3) determine the influence of
pain, body condition, physical activity, WBC, sex, and DDA grade presented by patients in
serum and synovial PCR levels.

The results showed that the ELISA test is effective to determine and quantify the synovial
PCR,; that there is a relationship between serum and synovial PCR (R = 0.78 with p < 0.001);
that individuals with DDA have higher serum PCR within the reference values, and that there

is a relationship between the patient's pain level and serum PCR concentration (p = 0.01).

Keywords: C-reactive protein, Degenerative joint disease, Synovial fluid, Serum, Joint, Dogs
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I-Relatdrio de Actividades de Estagio

O estdgio curricular foi realizado no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Técnica de Lisboa, sobre a orientacdo do Professor Miguel
Carreira no periodo decorrido entre Setembro de 2012 a Fevereiro de 2013. Durante este
periodo foi-me possivel aplicar na pratica os conhecimentos adquiridos ao longo do curso,
assim como a aquisicao de novos conhecimentos nas diferentes actividades clinicas das areas
de Medicina Interna, Imagiologia, Internamento e Cirurgia. O estagio compreendeu turnos
rotativos de 8 horas com horarios das 9h-17h e das 13h-21h, a excepc¢do do internamento em
que os turnos eram de 24 horas. No total foram realizadas 1224 horas de estagio. A anélise

descritiva relativa a casuistica acompanhada encontra-se referida em anexo (Anexo 1).

Medicina Interna

Na Medicina Interna foi possivel acompanhar os Médicos Veterinarios de servico, num total
de 504 horas. Esta area além da vasta casuistica observada permitiu um grande contacto com
0s proprietarios dos doentes, condicdo essencial para melhorar e desenvolver técnicas de
comunicacdo e interpretacdo da informacao colhida. Na grande maioria das consultas foi-me
permitido a realizacdo da historia pregressa e o exame fisico dos doentes, sendo
posteriormente a consulta prosseguida pelo Médico Veterinario assistente. No ambito das
consultas foi possivel realizar actos como: vacinagdes, administracdo de farmacos,
cateterizacOes periféricas, colheitas bioldgicas (sangue), algaliacbes, puncdes aspirativas por
agulha fina (PAAF) e preparacdo de soros. A maioria dos animais observados foram canideos
(75%), seguido dos felideos (22%) e por ultimo os exéticos (logomorfos, aves, roedores e
queldnios - 3%). As consultas nesta area puderam ser divididas em duas grandes areas, a
Patologia Médica e a Medicina Preventiva (da qual fazem parte a vacinagdo, desparasitacao e
identificacdo electronica). Na Patologia Médica foi possivel assistir a consultas de diferentes
especialidades como a ortopedia/traumatologia, oftalmologia, oncologia, endocrinologia,
comportamento animal, neurologia e dermatologia. No decorrer do estagio assisti também a
casos de urgéncia, sendo os casos mais comuns 0s doentes traumatizados, em choque,
convulsivos, com torgdes gastricas, com golpes de calor e dispneicos. Nestes quadros, prestei
auxilio ao Médico assistente no estabelecimento de uma via aberta periférica venosa e
respiratdria, administracdo de farmacos e fluidos e ainda no desenvolvimento da técnica de

reanimacao.



Consultas de Ortopedia/Traumatologia

Nesta consulta de especialidade, os doentes eram na sua maioria referenciados. Destes, 86%
eram canideos e os restantes felideos. Nas consultas desta especialidade foi possivel aprimorar
a técnica de realizacdo do exame objectivo ortopédico, assim como a avaliacdo de exames

radiogréaficos associados a cada doente.

Internamento

Foram realizadas 312 horas de internamento ao longo dos 6 meses de estagio. Nesta area foi
possivel um acompanhamento mais aprofundado de cada caso, através do comprimento do
plano diario elaborado pelo Médico Veterinario responsavel, que incluiu a monitorizagéo dos
doentes, preparacdo e administracdo de terapéuticas, alimentacdo, passeios, recolhas de
amostras bioldgicas (sangue e urina), registos clinicos e higienizacdo. A monitorizacdo era
efectuada 3 vezes por dia com o registo da frequéncia cardiaca e respiratéria, avaliacdo da
coloracdo das mucosas, do pulso e tempo de replecdo capilar. Por vezes foi necessario uma
monitorizacdo mais intensa de alguns doentes, nos casos de condicdes criticas. O conforto e o
bem-estar dos animais foram sempre tidos em conta, na realizacao de todos 0s procedimentos.
Durante todo o periodo de internamento existiu uma relacdo de bastante proximidade com 0s
Enfermeiros, Auxiliares Veterinarios e com o Médico responsavel pelo internamento, com o
qual foi sempre possivel o esclarecimento de qualquer duvida e ao qual eram comunicadas
todas as alteracdes encontradas. Devido ao grande volume de trabalho desempenhado foi
possivel desenvolver capacidades de gestdo e planificacdo para poder realizar varias tarefas de

uma forma mais eficiente.

Imagiologia

Nesta area realizei 72 horas, divididas pelas areas de radiologia, ecografia e tomografia
computorizada. Na radiologia, foi possivel assistir a realizacdo de estudos radiograficos
simples ou contrastados, nomeadamente transitos baritados e mielografias. Pude auxiliar na
contengdo e posicionamento dos doentes e por vezes foi possivel proceder ao disparo do
aparelho de Rx, bem como a revelagdo da cassete. Na ecografia, assisti principalmente a
realizacdo de ecografias abdominais, mas também algumas ecocardiografias. Nesta area
procedi principalmente a contencdo do doente. Em alguns casos foi-me possivel realizar a
tricotomia e iniciar o exame ecogréafico. Tive ainda a possibilidade de realizar cistocentese e
abdominocentese. Na tomografia axial, procedi principalmente a contencéo, cateterizacdo dos

doentes, inducdo e controlo da anestesia.



Cirurgia

Foram realizadas nesta area 336 horas. Desta &rea fazia parte a recepcdo e pesagem dos
doentes que iam entrar em bloco. Na sala de preparacdo foi possivel proceder a sua
cateterizacdo, estabelecimento da fluidoterapia, bem como preparacdo e administracdo de
terapéutica pré-anestésica, inducdo anestésica e intubacdo do doente. Nesta area desempenhei
3 funcdes distintas: anestesista, circulante e ajudante de cirurgido. Na posicdo de circulante
era responsavel pela preparacdo da area cirdrgica, com tricotomia, lavagem e desinfeccéo da
mesma e ainda no auxilio na preparacdo do Cirurgido e ajudante de cirurgido, dentro do bloco
tinha como funcédo facultar todo o material cirdrgico necessario. Das fungdes de anestesista
fazia parte a monitorizacdo do doente desde que entrava na sala de preparacdo até ao seu
recobro no internamento, bem como o controlo da anestesia durante a cirurgia. Na funcdo de
ajudante de cirurgido foi possivel participar directamente na cirurgia auxiliando o Cirurgido
nos acessos cirurgicos, limpeza do campo, suturas e outros procedimentos necessarios. Foi
ainda possivel realizar cirurgias electivas em gatos como orquiectomias e
ovariohisterectomias sobre supervisdo do Cirurgido. No bloco cirurgico, foram sempre
cumpridas todas as condicGes de assepsia exigidas. No final de cada cirurgia realizou-se a
ficha pos-operatdria de cada doente, com os cuidados pds-operatorios e o plano terapéutico.
Em alguns casos foi possivel fazer o acompanhamento pos-cirurgico de alguns destes doentes,
onde foi avaliada a sua recuperacdo e realizada a remocdo dos pontos de sutura. Os casos
observados na area da Cirurgia podem ser divididos em 5 grupos: 1) Cirurgia geral, o grupo
mais representativo de toda a casuistica observada onde predominou a ovariohisterectomia e a
mastectomia, mas onde também foi possivel observar a realizacdo de laparotomia
exploratoria, enterectomia, esplenectomia, nefrectomia, gastropexia, exérese de nodulos
cutaneos, hemitireoidectomia, cesariana, exodontias e destartariza¢@es, 2) Neurocirurgia, onde
foi possivel observar a realizacdo de hemilaminectomias, 3) Ortopedia/Traumatologia, em que
foi possivel observar vérias técnicas de osteossintese, com recurso a agulhas de Kirschner,
placa, parafusos, cerclages e fixadores externos, ainda a realizacdo de amputacdo de
membros, artroplastias com resseccdo da cabeca do fémur, desmoplastia do ligamento
cruzado anterior através da técnica TTA e da técnica intra-capsular Over the Top e correcgdo
de luxacOes mediais de patela recorrendo a trocleoplastia, transposicéo da tuberosidade tibial
e sutura de imbrincamento, 4) Oftalmologia, no qual observei a realizacdo de blefaroplastia e
cirurgia de cataratas através da técnica de facoemulsificacdo, e 5) Pequena cirurgia, da qual
fizeram parte a remogdo de pequenos nodulos cutineo, a remocéo de agulhas de Kirschner e

pequenas suturas de pele.



Il Revisdo Bibliografica

1. As Articulagdes

Uma articulacdo é uma estrutura anatdmica formada pela unido de duas ou mais pecas
constituintes do sistema esquelético (osso ou cartilagem), envolvidas por tecido conjuntivo
fibroso, cartilagem ou por uma combinagdo de ambos. A sua funcéo é conferir estabilidade as
zonas de reunido entre os varios segmentos do esqueleto, permitindo um determinado grau de
mobilidade entre eles, proporcionando estabilidade ao corpo necessaria para o suporte de peso
e para a locomoc¢do. Embora com algumas variacGes consideraveis entre si, as articulactes
possuem certos aspectos morfo-funcionais em comum que as permitem classificar em trés
grandes grupos: articulac@es fibrosas ou sinartroses, articulagdes cartilagineas ou anfiartroses
e as articulacdes sinoviais ou diartroses (Getty, 1986).

1.1. Articulaces Fibrosas ou Sinartroses

Caracterizadas pela unido dos segmentos articulares ser realizada por tecido fibroso de tal
modo desenvolvido que impede praticamente a existéncia de movimento e por nao
apresentarem cavidade articular, sendo por isso designadas também de articulacdes fixas ou
imoveis. A maioria destas articulacBes € apenas temporaria, pois 0 meio de unido é invadido
pelo processo de ossificacdo primaria o que resulta numa sinostose (sutura dos 0SsoS).
Consideram-se 3 classes: sindesmose, sutura e gonfose (Getty, 1986).

1.1.1. Sindesmose

A unido é formada por tecido fibroso, tecido elastico ou por uma mistura dos dois. S0
articulagbes pouco frequentes, da qual sdo exemplo a articulagdo temporo-hioide, a
articulacdo dos corpos dos metacarpianos no cavalo e a insercdo das cartilagens costais entre
si (Getty, 1986).

1.1.2. Sutura

Este termo aplica-se as articulagfes do crénio, no qual os 0ssos adjacentes estdo intimamente
unidos por varias camadas de tecido fibroso que limitam intensamente 0s movimentos,
embora confiram alguma elasticidade ao crénio, a qual tende a desaparecer com a ossificagdo
do tecido interposto resultante do avancar da idade. A forma de como as margens 0sseas
entram em contacto é variavel, havendo por isso varios tipos de suturas. Na sua maioria estas
margens caracterizam-se por apresentarem irregularidades que se engrenam formando a
sutura serrata, como € o caso da sutura interfrontal. Em outros casos a unido das margens €

feita em bisel, como é o caso da sutura escamosa que articula as por¢des escamosas dos 0SS0s
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temporal e parietal. Por Gltimo, existe a sutura plana em que as margens dos 0ssos sao planas

ou levemente enrugadas, sendo a sutura internasal o exemplo mais caracteristico (Getty, 1986).

1.1.3. Gonfose

N&o existe praticamente movimento nenhum, devido ao elevado nivel de tecido conjuntivo
fibroso. O exemplo deste tipo de articulacdo € a que existe entre os dentes e os alvéolos
dentérios, cuja principal funcdo é a de fixar os dentes no seu receptaculo, aqui conseguida
gracas ao tecido fibroso do ligamento periodontal (Getty, 1986).

1.2. Articulagdes Cartilagineas ou Anfiartroses

Neste tipo de articulagBes os 0ssos estdo unidos por fibrocartilagem, por cartilagem hialina,
ou por uma combinacdo de ambas. O nimero e o tipo de movimentos sdo relativamente
reduzidos e estdo condicionados pela forma das estruturas articulares, assim como pela
quantidade e flexibilidade do meio de unido. Podem ser classificadas em 2 grupos:

sincondrose e sinfise (Getty, 1986).

1.2.1. Sincondrose

Nesta articulagdo o material de unido dos elementos estruturantes é a cartilagem hialina.
Muitas sincondroses sdo articulagfes temporéarias, uma vez que a cartilagem acaba por ser
substituida por o0sso com o tempo. E exemplo as placas epifisarias que unem a epifise e a
diafise dos ossos longos nos individuos jovens e que depois desaparecem com a fusdo dssea
apos o crescimento. Estdo ainda incluidos neste grupo as articulagdes da porcéo basilar do
occipital com o corpo do esfenoide, a articulacdo entre a parte petrosa e estiloideia do 0sso

temporal, a juncdo costocondral e a sincondrose intermandibular (Getty, 1986).

1.2.2. Sinfise

Estas articulacBes, também designada de fibrocartilaginosas, apresentam a unir as estruturas
constituintes faixas de fibrocartilagem. Um exemplo de uma sinfise é a articulacdo entre os
corpos da vertebras feito através de uma fibrocartilagem especial, o disco intervertebral.
Outros exemplos séo a sinfise pelvica, as estérnebras e a sinfise mandibular. Algumas destas
articulacGes tendem a desaparecer com o crescimento devido a fusdo 0ssea, como é o caso da
sinfise mandibular (Getty, 1986).



1.3. Articulaces Sinoviais ou Diartroses

Estas articulagcBes (Figura 1) sdo as mais complexas e permitem ao contrério dos outros
grupos uma grande variedade de movimentos, motivo pelo qual sdo também conhecidas como
articulacbes verdadeiras ou moveis. Na realidade esta mobilidade franca resulta da néo
existéncia entre as superficies dsseas de um meio de ligacdo (fibroso ou cartilagineo) que
impeca o deslizamento de uma superficie dssea sobre a outra. Neste caso, embora 0s topos
dos ossos constituintes da articulagdo se encontrem em contacto, eles ndo estdo directamente
unidos pois estdo revestidos por uma cartilagem que permite a realizacdo de movimentos
quase livres de atrito, o qual € ainda diminuido pela presenca de um liquido articular o liquido
sinovial, que para além de outras fungfes importantes tem a ac¢do de lubrificante. Todas as
articulacbes deste grupo estdo envolvidas por uma capsula articular, a qual confere
estabilidade a articulacdo, retendo no seu interior o liquido sinovial no espaco que se
denomina cavidade articular. Algumas articulagdes podem apresentar ainda ligamentos intra-

articulares, meniscos e almofadas de gordura (Getty, 1986).

Figura 1 - Articulacdo do joelho, exemplo de uma articulacéo sinovial (Adaptado de Schulz &
Bader, 2007).
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2. Constituintes da Articulacéo Sinovial

2.1. A Cartilagem articular

A superficie do osso articular apresenta-se revestida por uma camada de 1 a 5 mm de
espessura de cartilagem hialina, a qual actua como uma superficie de deslize, facilitando
assim os movimentos articulares. A espessura da cartilagem articular varia dentro da mesma
articulacdo, entre articulacoes e entre individuos e esta relacionada com varios aspectos entre

0s quais a pressdo que tem de suportar e ainda com a morfologia das superficies articulares



(Espanha, 2010). Caracterizada por apresentar uma elevada flexibilidade e resisténcia as
compressdes, a cartilagem apresenta uma elevada capacidade para distribuir as cargas
mecanicas pela sua superficie, funcionado assim como um amortecedor, de modo a prevenir
e/ou minimizar as lesdes no 0sso subcondral subjacente (Schulz, 2007). Macroscopicamente a
cartilagem hialina é normalmente branca/azulada, lisa, brilhante e translicida, néo
apresentando vascularizagdo sanguinea, linfatica nem terminacGes nervosas (Jaffee, 1972),
sendo nutrida pelos capilares do tecido conjuntivo envolvente, o pericondrio. Como a
cartilagem articular ndo possui pericéndrio, a nutri¢do é feita por difusdo a partir do liquido

sinovial (Junqueira & Carneiro, 2004; Piermattei, Flo & DeCamp, 2006).

2.1.1. Estrutura e Organizagdo Funcional da Cartilagem Articular

A cartilagem articular € constituida por um unico tipo de células os condrocitos, que se
localizam dentro de pequenos compartimentos denominados de lacunas, relativamente
dispersos numa abundante e complexa matriz extracelular, onde também se localizam vérias
macromoléculas (Eurell & Van Sickle, 1998).

Nos adultos a cartilagem apresenta a sua estrutura organizada em 4 camadas ou zonas
diferentes, caracterizadas com base na sua morfologia celular e na orientacdo espacial das
fibras, sendo elas as seguintes: zona superficial, zona de transi¢do, zona profunda e zona
calcificada (Figura 2) (Bélanger, 1977; Buckwalter, Mankin & Grodzinsky, 2005; Junqueira
& Carneiro, 2004; Pearle, Warren & Rodeo, 2005).

Figura 2 - Organizagéo estrutural da cartilagem articular em 4 zonas (Adaptado de Matta &
Zakany, 2013).
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A ZONA SUPERFICIAL constitui a superficie articular e corresponde a uma camada fina
onde predominam os condrdécitos finos e achatados, dispersos entre uma baixa concentracdo
de proteoglicanos e alta de fibras de colagénio. As fibras de colagénio desta zona encontram-
se densamente organizadas e a sua orientacdo é paralela a superficie articular, conferindo a
esta regido uma maior rigidez e resisténcia relativamente as outras zonas (Buckwalter et al.,
2005). Abaixo da zona superficial localiza-se a ZONA DE TRANSICAO, é uma zona mais
ampla que a anterior sendo formada por condrécitos de maiores dimensdes dispersos de uma
forma uniforme pela matriz e possuindo proteoglicanos em maiores quantidade. Aqui as fibras
de colagénio estdo dispostas de uma forma aleatéria formando uma malha entrelacada e
irregular. Segue-se a ZONA PROFUNDA, caracterizada por apresentar proteoglicanos em
elevadas concentracdes, fibras de colagénio dispostas perpendicularmente a superficie
articular e condrécitos grandes e com uma forma esférica. Esta é a camada que apresenta
maior capacidade compressiva (Pearle et al., 2005). Dentro de cada lacuna podem estar 1, 2, 4
ou 6 condrécitos, formando colunas regulares de células paralelas as fibras de colagénio.
Sempre que uma lacuna apresenta mais do que 1 condrécito é designada de grupo isogénico
(Eurell & Van Sickle, 1998). Os condrocitos dentro do grupo isogénico representam células
que se dividiram recentemente e a medida que os condrécitos deste grupo produzem mais
matriz vao-se afastando uns dos outros formando lacunas separadas, contribuindo assim para
0 crescimento da cartilagem, que ao processar-se deste modo é chamado de crescimento
intersticial (Ross & Pawlina, 2006). Na fronteira da cartilagem com o 0sso subjacente, 0s
condrdcitos contém apenas pequenas quantidades de reticulo endoplasmético e de complexo
de Golgi, sugerindo assim um baixo nivel de actividade metabdlica. Em algumas regides, esta
matriz estd completamente calcificada e o0s condrécitos encontram-se encarcerados
(Buckwalter et al., 2005). Existe uma calcificacdo e fusdo gradual da matriz com o0 0sso,
formando a ZONA CALCIFICADA (Schulz, 2007), a qual bloqueia a passagem de solutos a
partir do osso subcondral, tornando a nutricdo da cartilagem articular dependente da difuséo
de nutrientes e troca de metabolitos do liquido sinovial, com a superficie articular (Maroudas,
Bullough, Swanson & Freeman, 1968).

Entre a zona calcificada e a ndo calcificada é possivel de observar, através do recurso a
coloracdo de hematoxilina e eosina, uma linha basofila que representa a frente de
mineralizacdo (Tidemark) (Junqueira & Carneiro, 2004). No Homem, em individuos com
idades superiores a 60 anos e em animais idosos (Eurell & Van Sickle, 1998) essa frente de

mineralizacdo apresenta mais do que uma linha basdfila indicando que a mineralizagdo da



cartilagem foi interrompida e retomada por varias vezes. Tal também ocorre em individuos

com osteoartrite articular, que apresentam mdaltiplas linhas baséfilas (Bullough, 2007).

2.1.1.1. Os Condrocitos

Os condrocitos sdo células de origem mesenquimatosa (Goldberg & Rabinovitch, 1977),
altamente especializadas, metabolicamente activas, e responsaveis pela producao, organizacédo
e manutencdo da matriz extracelular. Sdo ainda responsaveis pela producdo de colagénio,
proteoglicanos e glicoproteinas (Junqueira & Carneiro, 2004). Uma vez que a cartilagem
articular ndo é vascularizada obtém a sua nutricdo a partir do liquido sinovial, através de
meios de difusdo (Junqueira & Carneiro, 2004; Piermattei et al., 2006). Como ja referido
anteriormente os condrocitos das diferentes zonas da cartilagem diferem no tamanho, forma e
actividade metabdlica, apresentando contudo, todas as organelas citoplasmaticas, cujas que
mais se evidenciam sdo o reticulo endoplasmatico rugoso (RER), (responsavel pela sintese
proteica dos constituintes da matriz) e o complexo de Golgi (que também participa na
producdo das macromoléculas da matriz) (Buckwalter et al., 2005; Espanha, 2010). A
quantidade de RER é normalmente considerada como um indicativo da actividade de sintese
proteica da célula. Os condrdcitos que se encontram na zona de transicdo estdo activos na
producdo constante de componentes da matriz. Na cartilagem imatura, a mitose ocorre
principalmente nos condrécitos da zona de transicdo, o que faz com que na fase de
crescimento ocorra um grande crescimento cartilagineo. Os condrocitos jovens apresentam no
citoplasma um grande nimero de mitocéndrias, um RER elaborado, bem como um complexo
de Golgi bem desenvolvido. A medida que os condrécitos vao envelhecendo a sua capacidade
mitotica vai diminuindo, ha uma diminuicdo gradual de organelas celulares com uma
abundancia de ribossomas livres no citoplasma (Gartner & Hiatt, 2001). Isto € bastante
evidente em determinadas circunstancias, como lesdes na cartilagem e doenca degenerativa
articular em que os condrécitos ndo conseguem reiniciar a sintese celular essencial para a

recuperacdo da cartilagem (Piermattei et al., 2006).

2.1.1.2. Matriz extracelular

Os condrdcitos da cartilagem hialina estdo envolvidos por uma substancia fundamental,
denominada de MATRIZ EXTRACELULAR (Figura 3), que € composta por
glucosaminoglicanos (GAGS), proteoglicanos e glicoproteinas multiadesivas (proteinas nédo
colagénicas), onde também se encontram fibras como o colagénio (Eurell & Van Sickle,

1998). Trata-se de uma rede sélida e firme, que apresenta contudo alguma maleabilidade em



virtude da elevada quantidade de agua que a compde (cerca de 80% do peso da cartilagem)

(Mankin, 1974), conferindo-lhe caracteristicas unicas.

Figura 3 - Representacdo da matriz extracelular da cartilagem articular e seus constituintes
(Adaptado de Schulz & Bader, 2007).
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2.1.1.2.1. Colageénio

As fibras de colagénio formam uma intricada rede conferindo uma estrutura @ matriz. Trata-se
do principal componente extracelular do tecido conjuntivo (Ross & Pawlina, 2006),
responsavel pela resisténcia da matriz as forcas de tensdo que se exercem paralelamente a
superficie da cartilagem articular. As suas fibras sdo formadas por finas fibrilhas agregadas
paralelemente com 10 a 300nm de didmetro. Por sua vez as proprias fibrilhas sdo formadas
por de um conjunto altamente regular de subunidades mais pequenas chamadas de
tropocolagénio, com cerca de 280nm de comprimento e 1,5nm de diametro, onde é possivel
identificar uma cabeca e uma cauda (Gartner & Hiatt, 2001), alinhando-se cabeca de uma
molécula com cauda da molécula seguinte dentro da mesma linha, apresentando sempre um
espaco de intervalo regular entre elas e estando cerca de 25% do seu comprimento adiantadas
relativamente as moléculas das linhas paralelas adjacentes. Esta estrutura é constituida por
ligagbes covalentes, sendo a responsavel pela forga apresentada pelas fibrilhas (Pearle et al.,
2005; Ross & Pawlina, 2006). Cada molécula de colagénio ¢ constituida por 3 cadeias o
polipeptidicas, enroladas numa configuracdo de tripla hélice (Gartner & Hiatt, 2001). Cada
cadeia a é formada por cerca de 1000 aminoacidos, sendo 1/3 deles representado pela glicina,
muito importantes devido ao seu pequeno tamanho que permite uma estreita relagcdo entre as 3

cadeias a. Outros 2 aminodcidos também bastante abundantes s&o a prolina e a lisina que se
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encontram na forma hidroxilada. (Gartner & Hiatt, 2001). As ligacdes por ponte de
hidrogénio da hidroxiprolina mantém juntas as 3 cadeias, enquanto que a hidroxilisina permite
a formacdo das fibrilhas através da ligacdo das moléculas de colagénio entre si (Gartner &
Hiatt, 2001). As moléculas de colagenio sdo classificadas de acordo com o tipo de
combina¢do das cadeias a que a constituem. O colagénio tipo | representa cerca de 90% de
toda a proteina de colagénio presente no organismo (Eurell & Van Sickle, 1998), sendo que 0
tipo 11 é o predominante na matriz da cartilagem hialina, seguindo os tipos VI, IX, X e XI (em
menor quantidade) (Eyre, Wu & Woods. 1992). O colagénio tipo Il € assim responsavel por
conferir a cartilagem resisténcia as forgas compressivas que se exercem e tem como
particularidade o facto de formar uma grande quantidade de fibrilhas finas (Ross, & Pawlina,
2006), que embora ndo sendo muito compridas vao aumentando a sua espessura a medida que
se afastam das lacunas (Gartner & Hiatt, 2001), organizadas na matriz extracelular sob
influéncia do colagénio tipo X (Ross & Pawlina, 2006). Os colagénios tipo IX e XI,
caracterizam-se por se associarem em fibrilhas com interrupgdo na estrutura helicoidal, néo
formando fibras por si préprias mas associando-se a outros colagénios fibrilhares (Espanha,
2010). O Colagénio tipo 1X contribui essencialmente para a estabilizacdo da rede de colagénio
tipo Il da matriz extracelular, através da ligacdo das fibrilhas deste colagénio com os
proteoglicanos da matriz extracelular nos seus pontos de intersec¢do. Quanto ao colagénio
tipo XI, este regula o tamanho das fibrilhas do colagénio tipo Il. O colagénio tipo VI
diferencia-se dos restantes por ser uma proteina ndo fibrilhar composto por trés cadeias o
distintas (Espanha, 2010) e que se encontra principalmente na periferia dos condrdcitos,
contribuindo para a sua fixacdo no interior da estrutura da matriz extracelular (Ross &
Pawlina, 2006).

2.1.1.2.2. Proteoglicanos e Glucosaminoglicanos

Além das fibrilhas de colagénio na matriz extracelular existem também glucosaminoglicanos
(GAGs), dos quais 0s mais importantes sdo o sulfato de condroitina 4, sulfato de condroitina
6, sulfato de queratano e ainda o acido hialuronico (Ross & Pawlina, 2006). Estes GAGs sdo
polissacarideos de cadeia longa ndo ramificada, compostos por repeticbes de unidades de
dissacarideos, sendo que um destes dissacarideos € sempre formado por um agucar aminado
de origem alimentar (N-acetilglucosamina ou N-acetilgalactosamina) e o outro por um acido
urénico (acido glucurénico ou &cido idurénico). A excepcdo do &cido hialurnico, todos os
GAGs sdo sulfurados. O &cido hialurénico consiste numa molécula longa e rigida de grandes
dimensGes com cerca de 25 000 repeti¢des de dissacarideos unidos por ligac6es do tipo p-1,4

e ndo apresenta nenhum grupo sulfato (Ross & Pawlina, 2006). No sulfato de condroitina as
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ligacGes dos dissacarideos também séo do tipo B-1,4, e no sulfato de queratano s&o do tipo B-
1,3 (Gartner & Hiatt, 2001).

Os glucosaminoglicanos apresentam uma elevada carga negativa (devido a presenca dos
grupos éster-sulfato e grupo carboxilo) a qual impde a estes constituintes uma forma linear e
inflexivel, impedindo-os de se enrolarem e de originarem estruturas globosas compactas.
Além disso exercem uma grande atrac¢do por catiGes, em particular sodio, 0s quais por sua
vez criam uma elevada forca osmoética, atraindo assim agua para o interior da matriz
extracelular. Os sulfatos de condroitina e de queratano ligam-se de forma covalente a
proteinas, as quais funcionam como um nucleo proteico formando um monomero de
proteoglicano (Goldberg & Rabinovitch, 1977) que apresenta tamanhos varidveis dependendo
da dimens&o do nucleo proteico. Na cartilagem hialina, 0 mondémero de maiores dimensdes é
0 Agrecano, constituido aproximadamente por 100 cadeias de sulfato de condroitina e até 60
de sulfato de queratano (Ross & Pawlina, 2006). As moléculas de Agrecano ligam-se nédo
covalentemente a uma molécula de &cido hialurénico (o qual funciona como nucleo) por
interac¢do entre o acucar aminado deste e a proteina ndcleo do Agrecano. Esta ligacdo €
reforcada ainda por proteinas de ligacdo, originando agregados de proteoglicanos (Goldberg
& Rabinovitch, 1977), relativamente grandes, ja que a cada molécula de acido hialurénico
estdo ligados mais de 300 agrecanos (Ross & Pawlina, 2006). Por sua vez, agregados de
proteoglicanos ligam-se as fibrilhas de colagénio através de interac¢des electroestaticas e por
meio de ac¢do de glicoproteinas multiadesivas (Ross & Pawlina, 2006). Esta intricada relacéo
que se estabelece entre os agregados de proteoglicanos e as fibras de colagénio é responsavel
pelas caracteristicas bioquimicas Unicas da cartilagem hialina (Eyre, Wu & Woods. 1992). A
decorina, o biglicano e a fibromodulina sdo proteoglicanos de outras dimensdes que também
existem na matriz extracelular (Buckwalter et al., 2005; Espanha, 2010: Ross & Pawlina,
2006), caracterizados por serem de pequenas dimensdes e por ndo formarem agregados,
ligando-se a outras macromoléculas influenciando a funcédo celular (Ross & Pawlina, 2006).
A decorina e a fiboromodulina encontram-se ligadas a locais especificos ao longo das fibrilhas
de colageénio tipo Il, parecendo desempenhar um papel na organizacdo e na estabilizagdo da
rede deste colagénio. A decorina parece estar ainda relacionada com o factor de
transformagdo do crescimento B (TGF-B), modulando a actividade deste e desempenhando
deste modo um papel na proliferagdo celular (Buckwalter et al., 2005; Espanha, 2010).
Quanto ao biglicano, ele encontra-se mais concentrado na matriz ao nivel pericelular e
interage com o colageénio tipo VI, participando na formacéao da rede estrutural. (Buckwalter et
al., 2005; Espanha, 2010).
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2.1.1.2.3. Qutros constituintes da matriz

Tal como j& referido na matriz extracelular existem ainda glicoproteinas multiadesivas as
quais sdo atribuidas fungdes como: 1) facilitar a interac¢do dos condrocitos com as moléculas
da matriz, 2) manutencéo das propriedades mecanicas do tecido, 3) sequestro de factores de
crescimento e de protéases para compartimentos especificos da matriz e 4) como marcadores
clinicos da transformacgdo e degradacdo da cartilagem (Espanha, 2010; Ross & Pawlina,
2006). Um exemplo destas proteinas € a Ancorina CIl que funciona como um receptor da
molécula de colagénio no condrécito. A Tenascina e a Fibronectina sdo também proteinas
importantes na ancoragem dos condrocitos na matriz extracelular (Ross & Pawlina, 2006). A
chamada proteina oligomérica da matriz extracelular da cartilagem, desempenha um papel
muito importante na homeostasia da matriz através da capacidade de se ligar aos condrdcitos
e estimulad-los a produzir mais fibrilhas de colagénio tipo Il, pelo que é considerada um
biomarcador da renovacdo da cartilagem (Buckwalter et al., 2005), assim a niveis séricos
elevados associa-se potencialmente a presenca de alteracdes na cartilagem, no 6sseo e/ou
inflamacéo sinovial. (Espanha, 2010). Na matriz extracelular também existem gases diluidos,

uma elevada concentracdo de catifes e metabolitos (Buckwalter et al., 2005).

2.1.1.3. Regi0es da matriz extracelular

A matriz extracelular esta subdividida em 3 regides: 1) MATRIZ PERICELULAR, que forma
um anel em redor dos condrdcitos com aproximadamente 1 a 3um de espessura (Gartner &
Hiatt, 2001), apresenta as concentracGes mais elevadas de glucosaminoglicanos, fibronectina
e decorina. E aqui que se localizam quase todas as fibras de colagénio tipo VI (os quais
formam um involucro em redor dos condrdcitos) e tipo IX (Ross & Pawlina, 2006); 2)
MATRIZ TERRITORIAL, que envolve a matriz pericelular de cada condrocito (podendo em
alguns locais envolver 0s pares ou conjuntos destes condrocitos) (Buckwalter et al., 2005),
consiste numa faixa de 50um de espessura onde existe uma rede de colagénio tipo Il
aleatoriamente dispersa, conjuntamente com pequenas quantidades de colagénio tipo IX,
sulfato de condroitina e sulfato de queratano (ambos em concentrac@es inferiores a regido
anterior) (Gartner & Hiatt, 2001); 3) MATRIZ INTERTERRITORIAL, a qual constitui a
grande maioria da matriz extracelular e corresponde a todo o espaco localizado entre os varios
grupos de condrocitos, sendo rica em colagénio tipo Il, mas pobre em proteoglicanos

comparativamente a regido anterior (Ross & Pawlina, 2006).
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2.1.2. Interac¢do condrocitos-matriz extracelular

A interaccdo que existe entre os condrocitos e a matriz extracelular é de particular
importancia, ja que é ela que assegura a manutencdo da cartilagem articular ao longo da vida
(Buckwalter et al., 2005). Esta relacdo ndo termina no momento em que 0s condrocitos
produzem as macromoléculas constituintes da matriz extracelular, a qual ao proteger os
condrocitos de lesdes mecanicas decorrentes do funcionamento normal da articulacdo
contribui assim para a sua integridade (Schulz, 2007). Nutrientes, produtos metabolicos
(anabdlicos/catabolicos) e outro tipo de moléculas que ajudam na regulacdo dos condrocitos
como as citoquinas e os factores de crescimento passam obrigatoriamente pela matriz,
podendo mesmo em algumas circunstancias ser armazenados nesta (Buckwalter et al., 2005).
A cartilagem articular encontra-se em constante renovacao (Junqueira & Carneiro, 2004), pois
embora os condrocitos adultos ndo apresentem uma grande capacidade proliferativa
(Onyekwelu, Goldring & Hidaka, 2009; Piermattei et al., 2006) eles sdo bastante activos do
ponto de vista metabolico, estabelecendo um equilibrio entre a sintese de novos elementos da
matriz e a degradacdo dos velhos e alterados (Buckwalter et al., 2005). O envelhecimento dos
condrécitos altera profundamente a capacidade funcional associada a diminuicdo da sua
capacidade de sintese de alguns proteoglicanos, a sua capacidade proliferativa e a capacidade
de resposta a estimulos anabdlicos. Alteracfes desta natureza sdo particularmente
importantes, ja que limitam a capacidade dos condrécitos em manter e restaurar a matriz
extracelular contribuindo ainda para o desenvolvimento e progressdo da degenerescéncia da

cartilagem articular (Buckwalter et al., 2005).

2.1.3. Regulacéo do metabolismo da cartilagem articular

Um grande numero de factores influencia o metabolismo da cartilagem articular, sendo
associados a 2 grupos: 1) os que resultam na sintese de nova cartilagem (anabdlicos); e 2) os
que aumentam a destruicdo da cartilagem (catabdlicos) (Buckwalter et al., 2005; Sandell &
Aigner, 2001). E sabido que a actividade anabolica surge como resposta as necessidades
estruturais da matriz extracelular ou outros estimulos, como o factor de crescimento
semelhante & insulina tipo | (IGF-1) e o factor de transformacdo do crescimento B (TGF-p)
que estimulam a sintese de matriz extracelular e a proliferacdo celular. Contrariamente os
processos de degradacdo parecem ser o resultado final de uma complexa cascata de
fendmenos que inclui a intervencdo da interleucina-1 (IL-1), da interleucina-6 (IL-6) e do
factor de necrose tumoral o (TNF-a), 0s quais estimulam a producdo de metaloproteinases e
inibem a sintese de novos proteoglicanos. Para contrariar a accdo das metaloproteinases 0s

condrécitos produzem os inibidores tissulares das metaloproteinases (ITMP), cuja fungéo é
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anular a accdo destas e controlar assim a degradacao da cartilagem (Buckwalter et al., 2005;
Sandell & Aigner, 2001).

A mobilidade da articulagdo também é um factor importante para o metabolismo da
cartilagem articular. Palmoski, Perricone e Brandt (1979) demonstraram que a imobilizacdo
da articulacdo do joelho resulta quase sempre na diminuicdo da producdo de
glucosaminoglicanos, e que 0 inverso, ou seja 0 exercicio parece aumentar a sintese dos
constituintes da matriz extracelular. Em geral, parece que existe uma janela de stress
fisioldgico, acima ou abaixo do qual os condrocitos ndo conseguem manter o adequado
funcionamento da matriz (Bullough, 2007).

Com o envelhecimento dos condrocitos a sintese das macromoléculas que constituem a matriz
extracelular sofre algumas alteracdes. O tamanho dos proteoglicanos, que conferem a
cartilagem as suas caracteristicas de resisténcia diminui com o avancar da idade e
consequentemente 0s agrecanos tornam-se mais pequenos. Do mesmo modo, as ligacGes
covalentes entre fibrilhas de colagénio aumentam com o envelhecimento, o que torna a matriz
menos deformével. Também foi demonstrado que o envelhecimento diminui a responsividade
dos condraocitos aos factores de crescimento, como IGF-1, o que se reflecte na reducédo da sua

actividade anabolica (van der Krann & van den Berg, 2008).

2.1.4. As propriedades biomecanicas da cartilagem articular

As propriedades biomecanicas da cartilagem articular sdo determinadas pelas caracteristicas
da sua matriz extracelular, ou seja pela capacidade constitutiva e organizativa dos seus
constituintes (GAGs, proteoglicanos e colagénio) que ao estabelecerem intricadas relagGes lhe
conferem a capacidade de resistir a compressdes fisioldgicas, forcas de tracdo e forcas de
cisalhamento (Eyre, Wu & Woods, 1992). Devido ao poder anionico dos proteoglicanos, em
particular ao sulfato de condroitina e em menor grau ao sulfato de queratano, 0s
proteoglicanos conseguem criar uma elevada pressdo osmotica na matriz extracelular
contribuindo para uma grande retencdo de agua no seu seio (Eurell & Van Sickle, 1998), a
qual é controlada pelas fibrilhas de colagénio tipo Il, que impedem que exista uma expansdo
excessiva da cartilagem, ja que numa solucéo livre o espaco ocupado pelos proteoglicanos é
cinco vezes superior ao que ocupam na matriz extracelular da cartilagem hialina (Olsson &
Ekman, 2002). Devido a esta particularidade sempre que s&o aplicadas for¢as de compresséo a
cartilagem, verifica-se um deslocamento da agua aprisionada pelos GAGs para locais da
matriz extracelular onde as forcas de compressdo sdo menores, assim como para o liquido
sinovial. Quando a compressdo cessa € a pressdo osmotica exercida pelos GAGs excede essa

forca de compresséo, a agua volta novamente a ligar-se a eles (Schulz, 2007). E esta capacidade
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que a matriz extracelular tem que a torna resistente e capaz de absorver choques, minimizando
assim as lesdes dirigidas ao 0sso subcondral subjacente. Ao mesmo tempo esta movimentagéo
da &gua que ocorre na matriz extracelular nas diferentes regiGes da cartilagem de modo a
suportar as forcas compressivas, proporciona ainda uma boa lubrificacdo de toda a superficie
articular, facilitando o movimento articular, assim como circulacdo de nutrientes e de
produtos catabolicos resultantes da actividade dos condrocitos e que é muito importante uma
vez que a cartilagem é avascular e alinfatica (Eurell & Van Sickle, 1998; Pearle et al., 2005;
Piermattei et al., 2006). Contudo existe um limite para o nivel de compressdo que a matriz
extracelular consegue suportar ja que os glucosaminoglicanos apresentam elevadas cargas
negativas que se repelem mutuamente condicionando desta forma a propria compresséo

existente (Piermattei et al., 2006).

2.2. A capsula articular

A capsula articular envolve a superficie externa da articulacdo e € formada por duas camadas,
uma mais externa de tecido conjuntivo fibroso e uma mais interna denominada de camada ou
membrana sinovial. A camada fibrosa também denominada de ligamento capsular, tem como
principal funcdo conferir estabilidade a articulacdo, assumindo uma grande variabilidade na
sua espessura 0 que faz com que em alguns locais seja bastante espessa e em outros esteja
praticamente ausente, sendo nestas casos a capsula articular constituida apenas por membrana
sinovial. (Getty, 1986). A membrana sinovial reveste todas as estruturas no interior da
cavidade articular, a excepcdo das cartilagens articulares e dos meniscos, podendo em alguns
casos revestir tenddes e ligamentos (Piermattei et al., 2006). Consiste numa fina membrana,
cuja superficie esta coberta por villi altamente suprida por uma intricada rede de vasos
sanguineos, linfaticos e também por nervos. E constituida por 2 tipos de células (Barland,
Novikoff & Hamerman, 1962): 1) os sinovidcitos tipo A, que sd80 menos comuns e que
apresentam funcBes semelhantes aos macrofagos, ou seja desempenham fungées fagociticas e
sintetizam IL-1 e prostaglandina E (PgE) (Schulz, 2007); e 2) os sinovidcitos tipo B, que sdo
0s mais abundantes e sdo responsaveis pela producéo do acido hialurénico presente no liquido
sinovial (Barland et al., 1962). Considerando isto a membrana sinovial desempenha estas 3
funcbes principais: 1) producdo de acido hialurénico presente no liquido sinovial; 2)
fagocitose dos residuos provenientes do metabolismo dos elementos constituintes da
articulacdo; e ainda 3) regulacdo da movimentacdo dos solutos, electrélitos e proteinas dos
capilares para o liquido sinovial, 0s quais sdo necessarios para 0 metabolismo dos condrdcitos
e também para a regulacdo da manutencdo da matriz extracelular atraves da accao de varios

mediadores inflamatorios e de crescimento (Bullough, 2007).
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2.3. O liquido sinovial

O liquido sinovial apresenta-se macroscopicamente como um liquido viscoso, de cor
amarelada, correspondendo a um dialisado do plasma sanguineo sintetizado a partir do grande
suprimento vascular da membrana sinovial. E filtrado pelo endotélio vascular e depois pelo
intersticio sinovial, consistindo numa solucdo complexa de glucosaminoglicanos,
principalmente por acido hialurénico, proteinas, leucocitos, electrdlitos, e nutrientes. A sua
principal fungdo é lubrificar a articulagdo diminuindo o atrito e assim o desgaste da
cartilagem. Tem também um papel importante na nutricdo da cartilagem articular,
funcionando como meio de transporte fornecendo nutrientes e oxigenio (O;) e removendo
dioxido de carbono (CO,) e detritos do metabolismo (Piermattei et al., 2006). O transporte dos
nutrientes depende da difusdo, o que significa que serd tanto mais rapido quanto maior a
agitacdo a que o liquido estiver sujeito. Se a articulacéo for utilizada normalmente, o proprio
movimento faz com que exista agitacdo natural do liquido sinovial pelo que a difusdo ocorrera
normalmente, contudo quando a articulacdo estd imobilizada durante longos periodos, a
difusdo dos nutrientes pelo fluido é afectada o que tera consequéncias na viabilidade da
cartilagem articular (Bullough, 2007; Schulz, 2007).

2.4. Os ligamentos

Os ligamentos articulares sdo fortes faixas ou membranas, geralmente constituidas por tecido
conjuntivo fibroso que unem os 0ssos entre si, estabilizando assim a articulacdo. Podem ser
divididos em 2 grupos de acordo com a sua posicao na articulacdo: 1) extra-articulares, que
estdo frequentemente fundidos com a cépsula fibrosa, muito embora em outras situaces
estejam perfeitamente distintos, como s&o os casos dos ligamentos colaterais lateral e medial
da articulacdo do joelho que se encontram laterais a articulacdo e os 2) intra-articulares, que
mais correctamente devem ser referidos como intra-capsulares pois embora dentro da capsula
fibrosa eles ndo estdo em contacto com a cavidade articular, uma vez que se encontram

envolvidos pela membrana sinovial (Getty, 1986).

2.5. Os discos e meniscos articulares

Estes elementos sdo placas de fibrocartilagem ou tecido fibroso denso, constituidos
principalmente por colagénio justaposto entre superficies articulares, dividindo total ou
parcialmente a cavidade articular em 2 compartimentos e tornam certas superficies articulares
mais congruentes, proporcionando uma maior amplitude e variedade de movimentos,
absorvendo tambem algumas forgas diminuindo assim o impacto recebido pela articulacdo

(Getty, 1986).
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3. As Alteracdes de cartilagem articulares

Nas articulagdes sinoviais a cartilagem tem por funcdo: 1) manter a estabilidade durante o
movimento, 2) dar liberdade as superficies articulares opostas para se moverem de forma nédo
dolorosa 3) promover a distribuicdo equitativa das cargas pelos tecidos articulares. Assim o
aparecimento de alteracbes em qualquer um dos seus constituintes, tera consequéncias ao
nivel da estrutura e/ou composicdo da matriz extracelular com consequente alteracdo das
funcbes normais da articulacéo, traduzindo-se em instabilidade articular, perda de movimento,
ma distribuicdo de forcas e dor (Bullough. 2007). No céo a patologia articular é dividida em 2

grandes grupos: 1) ndo inflamatdria e 2) inflamatoria (Schulz, 2007).

3.1. As Doengas Articulares Ndo Inflamatorias.

O termo artrose designa a lesdo articular ndo inflamatoria de caracter cronico, caracterizada
por falta de uma resposta inflamatéria na membrana sinovial e pela presenca de liquido
sinovial normal ou préximo do normal (Piermattei et al., 2006), podendo ser dividida em: 1)
doenca degenerativa articular (DDA), 2) traumatica e 3) neopléasica (Pedersen, 1978).

3.1.1. A Doenca Degenerativa Articular (DDA)

A doenga degenerativa articular (DDA) também designada de osteoartrite ou osteoartrose.
(existindo alguma discussdo sobre qual dos termos serd o mais correcto (Denny &
Butterworth, 2000; Piermattei et al., 2006)) consiste numa perda generalizada e progressiva de
cartilagem articular, acompanhada pela tentativa de reparacdo da mesma, com remodelacéo e
esclerose do 0sso subcondral, e em muitos casos com formacgéo de quistos subcondrais e de
osteofitos marginais (Bennett, 2010a; Buckwalter et al., 2005; Espanha, 2010). Trata-se de
uma patologia que ndo afecta apenas a cartilagem articular, mas que envolve todas as
estruturas da articulacdo sinovial, incluindo o osso subcondral, a membrana sinovial, 0s
ligamentos (quando presentes), a capsula articular e até mesmo os musculos peri-articulares
(Bennett, 2010a; Buckwalter et al, 2005; Espanha, 2010). Embora classificada como nao
inflamatdria sabe-se que existe um importante componente inflamatério regional, contudo
muito menor quando comparado com a exuberéncia apresentada nas doencas articulares
inflamatorias (Kapoor, Martel-Pelletier, Lajeunesse, Pelletier & Fahmi, 2011; Piermattei et
al., 2006). Mesmo que os sinais classicos de inflamacdo possam ndo estar presentes, grandes
quantidades de citoquinas pré-inflamatorias sdo detectadas (Goldring, 2000). Actualmente a
DDA ndo é considerada como uma doencga simples, mas sim como uma etapa final na leséo
articular, com madltiplas etiologias que envolvem factores biomecénicos, bioquimicos e

geneticos (Bennett, 2010a; Goldring, 2000; Kapoor et al., 2011). Assim sendo a DDA pode
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surgir devido a forcas aplicadas sobre a cartilagem ou em consequéncia de outras lesdes
articulares, como infecgdes, doencas imunomediadas, osteocondrose, displasia de anca e/ou
cotovelo, luxacdo de patela ou lesGes ao nivel dos ligamentos cruzados, sendo que nestes
casos a DDA se designa-se de secundaria. A DDA primaria descreve pois todas as situacdes
em que se acredita que exista um defeito fundamental nas propriedades dos biomateriais
constituintes da cartilagem articular, mas que ndo tem uma causa conhecida (Denny &
Butterworth, 2000; Piermattei et al., 2006)

A DDA secundaria € o tipo mais observado no céo e no gato (Bennett, 2010a; Piermattei et
al., 2006). Varios factores influenciam a gravidade e a velocidade de progressdao da DDA,
entre eles estdo a quantidade de exercicio que o animal pratica e 0 seu peso corporal (Bennett,
2010a). A maioria dos animais que apresentam artrose tém um peso acima do normal, o qual
provoca um stress acrescido sobre a articulacdo contribuindo para a sua abrasdo e
degenerescéncia da cartilagem de um modo mais rapido (Piermattei et al., 2006). A idade
também ¢é um dos factores importantes. A excepc¢do dos individuos com doenca de Legg-
Calvé-Perthes, osteocondrose e osteopatia metafisaria (Piermattei et al., 2006) raramente a
DDA é observada em jovens, j4 que € com o avancar da idade que ocorrem alteracGes na
matriz extracelular da cartilagem, traduzindo-se na perda da capacidade dos condrdcitos de

manter e restaurar a matriz extracelular (Buckwalter et al., 2005).

3.1.1.1. A fisiopatologia da DDA

A existéncia de alteracGes a nivel articular induz a perda de estabilidade da articulacdo, com o
consequente aumento das cargas fisiolégicas ou tensdo de cisalhamento exercidas sobre
algumas porcbes da cartilagem articular normal, resultando em alteraces anatomicas e
bioquimicas da regido (Bennett, 2010a; Piermattei et al., 2006).

As primeiras alteracbes na DDA incluem o desgaste da zona superficial da cartilagem
articular, caracterizada pelo rompimento da rede de colagénio, pela perda de proteoglicanos
(evidenciada pela diminuigdo da intensidade de coloragdo indicativa de proteoglicanos nas
zonas superficial e de transi¢do), pela invasdo da linha basofila que faz a transi¢do entre a
zona calcificada e a ndo calcificada por vasos sanguinos provenientes do 0sso subcondral e
pela remodelacdo do osso subcondral, embora, a exacta sequéncia dos eventos patoldgicos
permaneca ainda pouco clara (Buckwalter et al.; 2005; Espanha, 2010; May, 1994; Poole et
al, 2002). A relacdo temporal entre a existéncia de lesdo no osso subcondral, a inflamagéo
cronica do tecido sinovial e a destruicdo da cartilagem articular permanece ainda
desconhecida (Kapoor et al., 2011). Alguns estudos afirmam que este endurecimento do 0sso

subcondral como resultado de um processo de remodelacdo precede e causa a degeneracdo da
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cartilagem articular cuja progressao requer o aumento da rigidez do osso subcondral. Por
outro lado, outros estudos afirmam que é a perda de cartilagem articular que conduz a
processos de remodelacdo dssea, os quais tém como resultado o aumento de picos de tenséo
exercidos sobre o o0sso subcondral. Ainda ndo é claro qual destas teorias é a correcta, ou
mesmo se alguma delas esta totalmente correcta (Buckwalter et al., 2005), contudo o que se
verifica é que a degeneracédo da cartilagem articular e a remodelacdo do osso subcondral estdo
ambos presentes quando o paciente apresenta sinais e sintomas como dor articular, restrigdo
de movimentos, crepitacdo articular, efusdo e deformacédo articular, os quais se associam a
perda da cartilagem articular conduzindo directamente a perda de funcdo por parte da
articulacdo. (Buckwalter et al., 2005).

Na superficie da cartilagem articular as primeiras alteracfes visiveis consistem no
aparecimento de fissura ou no rompimento das camadas mais superficiais. A medida que a
doenca degenerativa evolui, as irregularidades ddo origem a fendas tornando a superficie
articular mais &spera e cada vez mais irregular. As fissuras tendem a tornar-se cada vez mais
profundas podendo mesmo atingir o 0sso subcondral. O aparecimento de fissuras cada vez
mais profundas induz a libertacdo de fragmentos cartilagineos para o espaco articular o que
torna a cartilagem articular cada vez menos espessa. A degradacdo enzimatica dos
constituintes da matriz extracelular contribui para a diminuicdo ainda maior do volume da
cartilagem (Buckwalter et al., 2005; Poole et al., 2002), tornando o osso subcondral cada vez
menos protegido das forcas mecénicas, o que eventualmente conduz a eburnacdo do 0sso
subcondral, em que as superficies desprotegidas do o0sso articular contactam e raspam umas
nas outras tornando-as lisas e aumentando a sua densidade (Buckwalter et al., 2005).

A grande maioria dos mecanismos responsaveis pela perda progressiva da cartilagem articular
na doenca degenerativa articular (Figura 4) permanecem ainda desconhecidos, mas 0 processo
pode ser dividido em 3 fases que se sobrepdem: 1) lesdo ou alteracdo da matriz da cartilagem
articular, 2) resposta dos condrdcitos a lesdo tecidular e 3) diminuicdo da capacidade sintética
dos condrécitos com perda progressiva de tecido (Buckwalter et al., 2005; Goldring, 2000).
Na PRIMEIRA FASE a rede de macromoléculas da matriz extracelular é rompida ou alterada
a nivel molecular, com consequente aumento do teor de dgua na matriz. Estas alteracGes
ocorrem anteriormente ou em simultdneo com o aparecimento das primeiras fissuras ao nivel
da superficie da cartilagem articular (Buckwalter et al., 2005). Existe uma diminuicdo da
concentragdo dos proteoglicanos e alteragcdes na sua composicdo (Pearle et al., 2005), cuja
grande maioria se encontra na forma nédo agregada (Bennett, 2010a; Buckwalter et al., 2005;
Goldring, 2000) e o comprimento dos glucosaminoglicanos esta diminuido. Uma das

consequéncias deste desarranjo na estrutura dos proteoglicanos € 0 aumento da
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permeabilidade da matriz extracelular, o que facilita a entrada de agua e a movimentagdo de
outras moléculas para dentro desta. Este aumento do teor de agua reflecte-se numa diminuicao
na capacidade de compresséo e na diminuicdo da rigidez da matriz extracelular (Buckwalter et
al., 2005; Pearle et al., 2005). Ao contrario dos proteoglicanos em que existe uma perda
relativamente rapida, o colagénio aparentemente mantém a sua concentracdo, contudo a sua
organizacao tridimensional é gravemente perturbada, existindo alteracbes nas relacGes
normais do colagénio tipo Il com os outros tipos de colagénios que desempenham um papel
importantes para a estabilizacdo da rede de colagénio. Isto resulta numa diminuicdo na
capacidade de resisténcia a forca de traccdo. (Bennett, 2010a; Buckwalter et al., 2005;
Goldring, 2000; Pearle et al., 2005). Todas estas alteracGes resultam num aumento da
vulnerabilidade da cartilagem articular a futuras lesdes mecénicas (Buckwalter et al., 2005).

Figura 4 - Esquema representativo da fisiopatologia da degradacdo da cartilagem articular,
conducente ao aparecimento da doenca degenerativa articular. (Adapatado de Sutton et al.,
(2009)).

Liquido Sinovial
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Esta primeira fase pode ocorrer como resultado de uma grande variedade de agressfes que
incluem impactos de grande intensidade, elevadas forgas de tor¢do na articulagéo, inflamacgéo
articular ou outro tipo de agressdes semelhantes que acelerem a degradagdo da matriz
extracelular, ou que conduzam a alteracbes metabdlicas ao nivel da cartilagem articular os
quais interferem com a capacidade dos condrdcitos manterem a matriz (Buckwalter et al.,
2005).

A SEGUNDA FASE inicia-se quando os condrocitos detectam as lesGes da matriz através de
alteracdes na osmolaridade, na densidade e na tensdo (Buckwalter et al., 2005), o que faz com
que libertem mediadores que estimulam uma resposta celular rapida. Na tentativa de resposta
as alteracOes detectadas os condrocitos reagem atraves da sintese de novos constituintes da
cartilagem como os proteoglicanos e o colagénio tipo I, mas também através de uma fase
degradativa em que produzem enzimas do tipo protéases, cuja funcéo € degradar os elementos
gue constituem a matriz de modo a tentar eliminar elementos danificados. Na cartilagem
normal existe um equilibrio entre estes dois tipos de elementos, os anabolicos e os
catabdlicos, o que é indispensavel para a correcta renovacao da cartilagem. Na condicdo de
DDA esse equilibrio perde-se e a actividade anabdlica € incapaz de acompanhar o ritmo da
actividade catabdlica, resultando na degeneracdo da cartilagem (Bennett, 2010a; Buckwalter
et al., 2005; Sandell & Aigner, 2001). E no momento em que surge esta incapacidade de
estabilizar a lesdo que se inicia a TERCEIRA FASE, que se caracteriza pela perda progressiva
de cartilagem articular com o consequente declinio da resposta anabdlica e proliferativa dos
condrécitos (Buckwalter et al., 2005). Além das caracteristicas intrinsecas da propria
cartilagem articular (ser um tecido avascular, diminuida capacidade proliferativa dos
condrocitos e de estes se encontrarem imoveis na matriz extracelular), que contribuem para a
diminuida capacidade regenerativa da cartilagem articular, comparativamente com outros
tecidos (Ross, & Pawlina, 2006), existem nesta fase outras alteracGes que também contribuem
para esse factor, tais como a morte dos préprios condrécitos provocada por lesGes mecéanicas
(pois como existem alteragfes na estrutura da matriz extracelular os condrécitos deixam de
estar protegidos por uma matriz funcional) e por desregulacdo da resposta dos proprios
condrdcitos as citoquinas anabdlicas (Buckwalter et al., 2005).

As alteracdes no 0sso subcondral acompanham a degeneracdo da cartilagem articular,
traduzindo-se pelo aumento da densidade do osso subcondral ou esclerose subcondral, pela
formacdo de ostedfitos e ainda de quistos subcondrais (contudo pouco frequentes nos caes)
(Buckwalter et al., 2005; Piermattei et al., 2006; Sandell & Aigner, 2001). A esclerose do
0sso subcondral ocorre nas zonas onde existe erosao cartilaginea, pois onde anteriormente o

0sso estava protegido pela cartilagem passa agora a recebe uma maior quantidade de forgas
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fisicas, adaptando-se assim por meio de um aumento da sua densidade resultante da formacéo
de novas camadas 6Gsseas nas trabéculas ja existentes (Buckwalter et al., 2005). Na fase final
da DDA a cartilagem articular ja esta completamente perdida ficando apenas o 0ssoO
subcondral exposto, sofrendo polimento e adquirindo um aspecto semelhante a marfim ou
marmore (Piermattei et al., 2006), provocando deformidades, instabilidade e espessamento
articular (Buckwalter et al., 2005; May, 1994). Na maioria das articulagcbes a formacéo e
crescimento de ostedfitos acompanha a evolucéo da propria doenca (Sandell & Aigner, 2001),
resultando da libertacdo de citoquinas anabdlicas, as quais estimulam a proliferacdo celular e
a formacdo de matrizes Osseas e cartilagineas, desenvolvendo-se geralmente na periferia
articular. Os osteofitos marginais surgem na zona de transicéo entre a cartilagem articular e o
0SS0, enquanto os ostedfitos capsulares surgem tipicamente nos locais de insercdo da capsula
(Buckwalter et al.,, 2005). H& ainda a referir a existéncia de osteofitos centrais que
correspondem a projeccdes dsseas intra-articulares que emergem da superficie articular. Os
osteofitos podem ser de natureza fibrosa, cartilaginea ou dssea, sendo a maioria dos ostedfitos
marginais cartilagineos. A presenca de ostedfito é responsavel pela restricdo de movimentos
do doente e contribui para o aparecimento e potenciacdo de dor aquando da movimentagédo
(Buckwalter et al., 2005).

A perda da cartilagem articular, contribui também para alteracbes ao nivel da membrana
sinovial, ligamentos, capsula articular e musculos peri-articulares, os quais com o tempo
contraem e conduzem a diminuicdo da amplitude de movimentos articulares o que contribui

para a atrofia dos muscular regional (Buckwalter et al., 2005).

3.1.1.1.1. As Protéases da Matriz Extracelular

A degradacdo dos varios componentes da matriz extracelular da cartilagem é conseguida
gracas a accao de varias protéases, a grande maioria delas sintetizadas pelos condrocitos e
sinovidcitos, em resposta a estimulos inflamatérios (Mort & Billington, 2001).

As protéases que participam neste processo podem ser divididas em 5 classes: serina
protéases, cisteina protéases, protéases aspartatica, metaloproteinases e agrecanases. (Mort &
Billington, 2001; Sandell & Aigner, 2001). Contudo, os dados actuais indicam que sdo as
metaloproteinases as responsaveis pelo inicio da degradacdo da matriz extracelular. Esta
classe de enzimas € caracterizada pela presenca de um ido metalico no local activo,
geralmente o zinco, necessario para a sua actividade catalitica. (Mort & Billington, 2001).

A grande maioria das enzimas peptidicas sdo relativamente pequenas, pesando cerca de
30kDa, e apresentando um local activo onde se ligam apenas seis aminoacidos do substrato.

As metaloproteinases da matriz (MMP) mais complexas podem apresentar varios dominios
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(onde estdo presentes proteinas adicionais), que lhes conferem funcGes adicionais, como o
auxilio na ligacdo ao substrato através da ligagdo em locais remotos de onde ocorre a
clivagem da ligagdo peptidica e orientam a posi¢do da enzima de modo a que esta possa ser
funcional (Mort & Billington, 2001).

As MMPs formam uma familia multigenética que de acordo com base na estrutura do seu
dominio degradativo e na selectividade para o substrato podendo ser classificadas em varias
subfamilias (Mort & Billington, 2001) entre elas as: 1) colagenases (MMP-1, /-8 e /-13), 2)
gelatinases (MMP-2, /-9), 3) estromelisinas (MMP-3) e 4) MMPs de tipo membranar (MT-
MMPs) (Mort & Billington, 2001; Poole et al., 2002; Sandell & Aigner, 2001). Destas, as
colagenases desempenham um papel muito importante e especifico, j& que sdo as Unicas
enzimas capazes de clivar o colagénio (Mort & Billington, 2001), em particular a MMP-13
que € considerada a colagenase mais importante na cartilagem pois tem a capacidade de
degradar o colagénio tipo Il (Mort & Billington, 2001; Poole et al., 2002; Sandell & Aigner,
2001). Esta clivagem da tripla hélice do colagénio ocorre tipicamente na ligacdo Gly794-
Leu795, dando origem a dois fragmentos, um com 3/4 e outro com 1/4 do tamanho da
molécula original (Garvian, Vaughan-Thomas, Innes & Clegg, 2010). Apos esta clivagem
inicial a tripla hélice pode ser desenrolada, permitindo o ataque de outras protéases, como as
gelatinases Os mecanismos enzimaticos do catabolismo do colagénio sdo complexos e néao
estdo completamente conhecidos e é provavel que estejam envolvidas varias enzimas em
diferentes periodos e sobre diferentes circunstancias (Garvian et al., 2010; Mort & Billington,
2001). No entanto, a clivagem das fibrilhas de colagénio inicia-se com a eliminacdo de
pequenos proteoglicanos e a quebra de ligagGes cruzadas interfibrilhares de modo a que as
colagenases tenham acesso as diferentes regides da tripla hélice.

Elementos adicionais nas gelatinases, nomeadamente as repetices de fibronectina tipo 1l e 0
dominio de hemopexina, auxiliam a prote6lise através da ligacdo ao substrato, permitindo
também que se ligue a outros componentes da matriz extracelular (Mort & Billington, 2001).
As estromelisinas ndo apresentam uma grande especificidade de substratos, pelo que s&o
capazes de degradar muitas das proteinas da matriz extracelular, incluindo os proteoglicanos,
gelatinas, fibronectina e colagénio tipo IX (Mort & Billington, 2001). As metaloproteinases
do tipo membranar (MT-MMPs) sdo um subgrupo caracterizado por conter um dominio C-
terminal transmembranar, assim como pela capacidade de degradar uma variedade elevada de
componentes da matriz. (Mort & Billington, 2001).

Em condic¢Bes normais existe um grande controlo na sintese, activagédo e actividade das MMP,
pelo que todas as MMP sédo sintetizadas como pro-enzimas inactivadas, ou seja como

zimogénios, onde a laténcia da enzima € mantida através da sua ligacdo a um residuo de
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cisteina no prodominio do local dos iGes zinco. A sua activacdo ocorre ja na matriz
extracelular através de uma complexa cascata proteolitica altamente controlada que conduz a
destabilizacdo dessa ligacdo cisteina-zinco, seguida de uma segunda clivagem que resulta na
libertacdo do prodominio da enzima activa. Na matriz existe também uma forma de controlar
a actividade das MMP, através da accdo de inibidores naturais designados por inibidores
tecidulares das MMP (ITMP), que sdo sintetizados pelos condrdcitos e sinoviécitos, que se
ligam fortemente ao dominio activo das MMP activas, inibindo-as (Bennett, 2010a; Denny &
Butterworth, 2000; Mort & Billington, 2001). Na cartilagem normal a renovagdo da matriz é
controlada por um estreito equilibrio entre as varias MMPs e os inibidores tecidulares das
MMP (ITMP). Na DDA a actividade das MMP estd substancialmente aumentada, a
homeostasia estd perdida e ocorre a destruicdo de cartilagem articular (Bennett, 2010a;
Buckwalter et al., 2005; Sandell & Aigner, 2001). No que diz respeito as Agrecanases, elas
fazem parte de uma familia de protéases designada de Desintegrina-metaloproteinase com
dominios de trombospondina (ADAMTS), sendo responsaveis pela degradacdo dos
agrecanos. As mais importantes sdo as agrecanases-1 e -2. (Goldring, 2012; Mort &
Billington, 2001; Sandell & Aigner, 2001), as quais além de apresentarem um dominio activo
dependente do zinco (como as metaloproteinases) tém também um dominio de desintegrina e
um ou dois dominios do tipo trombospondina-1, através do qual tém a capacidade de se ligar
com os GAGs sulfurados (Mort & Billington, 2001), nomeadamente ao sulfato de condroitina
(Sandell & Aigner, 2001). Por fim os membros da classe cisteina protéases e protéases
aspartatica, também sdo importantes na degradacdo da matriz da cartilagem, pois degradam o
colagénio e os proteoglicanos previamente fragmentados por outras protéases (Mort &
Billington, 2001).

Este aumento da actividade enzimatica responsavel pela degradacao da cartilagem articular é
estimulado pela libertacdo de citoquinas pro-inflamatérias como a interleucina-1 (IL-1),
interleucina-6 (IL-6) e factor de necrose tumoral a (TNF-a) (Bennett, 2010a; Kapoor et al.,
2011; Mort & Billington, 2001).

3.1.1.1.2. As Citoquinas Pro-inflamatdrias

Na DDA existe um aumento da expressdo de citoquinas inflamatorias, das quais se destaca o
factor de necrose tumoral a (TNF-a), interleucina-1 (IL-1) e ineterleucina-6 (IL-6) que s&o
sintetizadas pelos sinoviocitos tipo A e pelos fibroblastos da membrana sinovial mas também
pelos condrocitos, (Bennett, 2010a; Goldring, 2000; Sandell & Aigner, 2001). Os seus niveis
estdo aumentados no liquido sinovial, na membrana sinovial, no osso subcondral e na

cartilagem articular nos animais com DDA (Kapoor et al.,, 2010). As citoquinas pro-
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inflamatdrias tém uma accdo sobre os condrdcitos, estimulando-os a aumentar a sintese de
protéases e de outras citoquinas e mediadores pro-inflamatérios (Bennett, 2010a; Goldring,
2000) além de diminuirem a sintese de enzimas inibidoras das MMP e reduzirem o nivel de
sintese do colagénio e proteoglicanos da matriz extracelular (Pearle et al., 2005; Sandell &
Aigner, 2001). De todas elas parece que a IL-1 é a que apresenta maior responsabilidade na
destruicdo da cartilagem articular, pois estimula a producdo de MMP e que 0 TNF-a é o
principal impulsionador de processo inflamatério. A IL-6 é responsavel pelo aumento do
numero de celulas inflamatorias no tecido sinovial e aumenta o efeito da IL-1 na sintese de
MMP e na producdo de proteoglicanos (Pearle et al., 2005). As citoquinas pro-inflamatdrias
podem actuar de forma independente ou em concertacdo com outras citoquinas, de modo a
iniciar e propagar a resposta inflamatdria (Kapoor et al., 2010). No entanto, existem outros
elementos como a IL-8, IL-17, IL-18 e o factor inibidor de leucemia (Goldring, 2000), I1L-15,
IL-21 (Kapoor et al., 2011), que também apresentam caracteristicas pro-inflamatdrias.

3.1.1.1.3. As Citoquinas Anti-inflamatdrias

Da mesma forma como na DDA existe um aumento na sintese de citoquinas pro-
inflamatdrias, as anti-inflamatdrias também estdo aumentadas como forma de tentar controlar
a inflamacgéo provocada pelas primeiras. As citoquinas anti-inflamatorias principais séo a IL-
4, 1L-10, IL-13. Elas tém uma accdo de condroproteccdo e actuam inibindo a sintese de IL-1 e

TNF-a, entre outras ac¢des (Sutton et al., 2009).

3.1.1.1.4. Qutros participantes na degradacdo da cartilagem

Outros factores moleculares apresentam influéncia na degradacdo da cartilagem, é o caso dos
fragmentos de fibronectina que resultam da prépria degradacdo da cartilagem através da
capacidade de induzir a expressdo de MMP por parte dos condrdcitos (Poole et al., 2002;
Sandell & Aigner, 2001). O monoxido de azoto (NO) também esta aumentado nos casos de
DDA, tendo sido implicado como mediador bioldgico através da capacidade que tém em
inibir a sintese de proteoglicanos e a resposta dos condrécitos ao IGF-1, além de ser
importante para a inducdo da apoptose dos condrdcitos e sinoviocitos, aumenta a producéo de
MMP (Sandell & Aigner, 2001).

3.1.2. Neoplasia articular
Os tumores articulares primarios sdo pouco frequentes e quando presentes sdo na sua maioria
malignos. O mais frequente é o sarcoma sinovial, mas tumores como o fibrossarcoma ou

osteossarcoma também podem invadir a articulagio a partir de tecidos peri-articulares. E
26



importante distinguir condi¢cdes benignas como osteocondromatose sinovial no cdo ou a
hipovitaminose A no gato das neoplasias malignas. O diagndstico pode ser feito através do
recurso a imagem radiogréfica e a bidpsia, a qual é essencial para confirmacgdo de diagnéstico
(Denny & Butterworth, 2000).

3.2. Doencas Articulares Inflamatorias

As doengas articulares inflamatdrias causadas por agentes infecciosos ou por factores
imunolodgicos (pelo que podem ser subdivididas em infecciosas e ndo infecciosas), ndo séo
raras no cdo e no gato, mas surgem com uma frequéncia relativamente baixa na préatica clinica
(Piermattei et al., 2006). Caracterizadas por uma inflamacdo da membrana sinovial com
consequentes alteragdes do liquido sinovial e elevadas contagem de leuc6citos no mesmo
(Bennett, 2010b), associadas clinicamente a uma claudicacdo podendo também existir sinais

sistémicos como febre, letargia, anorexia e leucocitose.

3.2.1 Doencas Articulares Infecciosas (Artrites)

Uma grande variedade de agentes infecciosos que incluem bactérias, fungos, virus e
protozoarios podem causar infeccdo da articulagdo. Geralmente atingem apenas uma
articulacdo, mas alguns tipos de infecgdes menos frequentes podem chegar contudo a atingir
mais do que uma (Bennett, 2010b). Assim consideram-se: artrites bacterianas, por

espiroquetas e fungicas.

3.2.1.1. Artrite séptica (Bacteriana)

A artrite séptica bacteriana é uma artropatia inflamatéria caracterizada pela presenca de
bactérias na membrana sinovial e/ou no liquido sinovial, observadas em avaliacdo citol6gica
ou por cultura bacteriana. Os agentes mais comuns sdo Streptococcus spp. B hemoliticos,
Staphylococcus spp, Escherichia coli, Pasteurella spp, e Erysipelothrix spp (Clements et al.,
2005; Denny & Butterworth, 2000) e os menos frequentemente incluem o Corynebacterium,
Salmonella, Brucella e Pseudomonas spp. e organismos anaerobios (Bennett, 2010b). Em
alguns casos podem verificar-se infeccdes mistas com bactérias aerobias e anaerdbias. E uma
condicdo clinica provocada quase sempre por inoculacdo bacteriana directamente na
articulacdo através de feridas penetrantes, corpos estranhos e contaminacdo iatrogénica
(através de procedimentos cirdrgicos ou injecgdes intra-articulares com material contaminado)
(Schulz, 2007). A infecgdo articular também pode ocorrer secundariamente a infecgdes
sistemicas através de disseminacdo hematogénica a partir de infecgcdes cutaneas, quistos,

pielonefrites, prostatites, peritonites, pneumonias e endocardites (Abercromby, 1994; Schulz,
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2007). Normalmente a condicdo tende a atingir apenas uma articulacao, ocorrendo poliartrites
em situacOes de septicémia decorrentes de endocardite ou onfaloflebite (Abercromby, 1994).
As artrites bacterianas podem afectar individuos de todas as idades, sendo contudo as ragas de
grande porte as mais frequentemente afectadas, com preferéncia para os machos (Bennett,
2010b). Inicialmente a infeccdo causa inflamacdo da membrana sinovial e promove o
extravasamento de fibrina, factores de coagulacdo, leucocitos polimorfonucleares e o
aparecimento de fluido seroso proteinaceo na articulacdo (Schulz, 2007). Estas alteracdes
reflectem-se no liquido sinovial, com um aumento do nimero de células (principalmente de
leucdcitos polimorfonucleares) em resposta a presenca de agentes bacterianos (Abercromby,
1994). Os leucdcitos reagem rapidamente a infeccdo e ao fagocitarem as bactérias libertam
enzimas lisossomais e protéases que além de terem accdo no controlo do agente também tém
accdo sobre a cartilagem articular, contribuindo para a degradacdo da matriz extracelular
expondo as fibras de colagénio o que vai permitir uma degradacdo enzimatica ainda maior.
Além do mais, as préprias bactérias também libertam toxinas com ac¢do na degradacdo da
cartilagem articular. (Abercromby, 1994).

A destruicdo enzimatica da matriz extracelular e o trauma mecanico da cartilagem afectada,
conduzem a perda da superficie articular, podendo mesmo o processo infeccioso atingir o
0sso subcondral e desencadear uma osteomielite bacteriana (Schulz, 2007). O grau de leséo da
cartilagem articular depende do tipo do agente infeccioso, da extensdo e da cronicidade da
infeccdo (Abercromby, 1994). Clinicamente estes doentes apresentam claudicacdo e
intolerdncia a sobrecarga no membro afectado. O exame fisico objectivo pode revelar feridas
penetrantes devido a mordedura, corpos estranhos, evidéncia de traumas ou cirurgias
articulares anteriores. A articulacdo afectada apresenta edema, dor, rubor e pode existir
crepitacdo a sua manipulacdo. Poliartrite ou sinais sistémicos como pirexia, anorexia,
leucocitose e perda de peso estdo presentes, mas apenas numa pequena percentagem, sendo
mais frequentes em casos de septicémia associadas a endocardite ou onfaloflebites
(Abercromby, 1994).

Os sinais radiogréficos estdo dependentes da fase em que se encontra a doenga, sendo 0s
sinais precoces a efusdo articular e o edema dos tecidos moles regionais; e nas fases mais
avancadas, reacgdo periosticas e mesmo calcificacdo da capsula articular. Irregularidades mais
ou menos marcadas no 0sso subcondral, associadas a zonas de esclerose (Bennett, 2010b) s&o
alteracOes ndo especificas e que podem ser confundidas com outros tipos de condigdo como a
DDA e artrite erosiva (Abercromby, 1994). Contudo apenas a identificagdo ou cultura do
agente no liquido sinovial é que permite estabelecer um diagndstico definitivo (Abercromby,

1994), que devera ser 0 mais precoce para limitar ndo sé as alteragdes articulares uma vez que
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estas sdo irreversiveis e também para evitar 0 uso de terapéutica inapropriada como
medicamentos imunossupressores que agravam ainda mais a infeccdo (Denny & Butterworth,
2000; Schulz, 2007).

3.2.1.2. Artrite decorrente de Doenca de Lyme

A doenca de Lyme é uma doenca vectorial zoondtica transmitida por carragas, causada por
uma espiroqueta do tipo Borrelia burgdorferi transmitida por carracas do género Ixodes
(Abercromby, 1994). Clinicamente caracteriza-se por uma claudicacdo aguda associada a uma
monoartrite ou poliartrite que pode ser migratoria. Os episédios de claudicacdo duram
relativamente pouco tempo e podem ser recidivantes. Outros sinais clinicos também presentes
sdo: sinais neuroldgicos, cardiacos e renais, podendo verificar-se pirexia e linfoadenopatia
(Abercromby, 1994; Bennett, 2010b). A(s) articulacdo(des) afectada(s) pode(m) apresentar-se
radiograficamente normal(ais), ou com algum edema dos tecidos moles peri-articulares
(Abercromby, 1994). De dificil diagnostico, a doenca de Lyme é actualmente detectada com
recurso a testes seroldgicos, 0s quais apresentam a desvantagem de uma elevada percentagem
de falsos-positivos e falsos-negativos (Piermattei et al; 2006). Cerca de 20% de caes
clinicamente normais com histéria de mordida por ixodideos sdo seropositivos a B.
burgdorferi, por isso a simples presenca de anticorpo séricos anti-Borrelia, num animal que
apresenta claudicacdo € insuficiente para o estabelecimento do diagnéstico (Bennett, 2010b),
0 qual terd de ser baseado na histdria pregressa, sinais e sintomas, serologia e resposta a

terapéutica.

3.2.1.3. Artrite por Hemoprotozoarios

A Rickettsia rickettsii é o agente causador da Febre Maculosa das Montanhas Rochosas,
sendo transmitido pela picada de ixodideos do género Dermacentor (endémico nas regides
centrais e leste dos Estados Unidos da Ameérica) (Schulz, 2007), é um dos agentes
hematoldgicos a qual pode estar associada uma condicdo de artrite. A poliartrite pode ser
apenas um dos sinais clinicos de um cenario muito mais amplo (Bennett, 2010b). De igual
modo, algumas artrites a Ehrlichia spp. podem estar presentes na causa de artrite, sendo o
agente transmitido através da picada de ixodideos Rhipicephalus sanguineus (Bennett,
2010b). Os sinais clinicos associados a Erliquiose podem ser agudos ou crénicos e incluem
febre, anorexia, linfadenopatia, esplenomegalia, hepatopatias, perda de peso, claudicacgdo, dor
articular, petéquias e/ou sinais neuroldgicos. Radiograficamente as alteracdes podem incluir
efusdo articular e edema dos tecidos moles peri-articulares com as superficies dsseas e

cartilagineas ainda sem alterac6es (Schulz, 2007).
29



3.2.1.4. Artrite por Mycoplasma

A infeccdo da articulagcdo com Mycoplasma spp. pode ocorrer por disseminagdo do organismo
a partir de infecgdes activas ou latentes nas membranas mucosas das vias respiratorias, tecido
conjuntivo e tracto urinario, sendo mais provavel de ocorrer apenas em individuos debilitados
ou imunodeprimidos. Infeccdes com Mycoplasma spumans estdo associadas a poliartrite em
caes jovens da raca Galgo Inglés. O diagnostico realiza-se com a identificacdo do agente em
esfregacos de liquido sinovial corados com Giemsa, Wrigth ou Leishmann (Abercromby,
1994).

3.2.1.5. Artrite por Fungos

A artrite causada por fungos é bastante rara, sendo a maioria dos casos uma extensdo de
osteomielite fungica. Nas infeccBes fungicas da articulacdo podem estar presentes uma grande
variedade de agentes, que incluem Coccidioides immmis, Blastomyces dermatitidis,
Filobasidiella (Cryptococcus) neoformans, Sporotrichum schenckii e Aspergillus terreus que
sdo observados em esfregacos de liquido sinovial ou identificados através de cultura (Bennett,
2010b).

3.2.1.6. Artrite por Protozoérios

A leishmaniose, provocada pelo protozoario Leishmania imfantum (Europa), transmitidas por
insectos vectores, também podem provocar artrites. Além da poliartrite os sinais clinicos
podem incluir um quadro de perda de peso, letargia, lesdes cutaneas, linfadenopatias,
hepatomegalia, esplenomegalia e febre (Abercromby, 1994). As articulacbes afectadas
apresentam uma sinovite associada a uma infiltracdo de grande nimero de macréfagos cheios
de corpos de Leishmania no seu interior. O diagndstico é feito através da observacdo desses
corpos de Leishmania dentro de macrofagos em aspirados de linfonodos ou medula 6ssea. O

Rx pode ndo mostrar qualquer tipo de alteracao.

3.2.1.7. Artrite Viral
O Calicivirus pode provocar uma verdadeira artrite infecciosa em gatos, principalmente nos

que vivem em ambiente de gatil (Bennett, 2010b).

3.2.2. Doencas Articulares N&o Infecciosas (Artrites Imunomediadas)
As artrites imunomediadas séo definidas como doencas inflamatérias onde o sistema imune
tem um papel importante na patogenia da doenca, através da formacgédo de complexos imunes e

do fendmeno da auto-imunidade (Bennett, 2010b). Neste tipo de artrite a cultura de
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microrganismos € sempre negativa, muito embora ndo se possa excluir o seu envolvimento no
desenvolvimento da doenca. Grande parte do conhecimento deste tipo de artrite provém da
Medicina Humana, onde a doenga é comum e potencialmente incapacitante ou fatal para o
individuo (Piermattei et al., 2006). A formacdo dos complexos imunes em resposta a infeccdo
por agentes microbianos na propria articulacdo ou sistemicamente com subsequente deposicao
na articulagdo é uma das hipoteses para explicar a formagcdo de complexos imunes, o
transporte de antigénios microbianos para a articulagdo, com consequente resposta imune é
outra das hipdteses. Da mesma forma, também antiglobulinas (factor reumatoide) podem estar
envolvidas na formacdo de complexos imunes. Potencialmente os antigénio podem ter outra
origem gue ndo a microbial, como antigénios tumorais e antigénios ou haptenos relacionados
com farmacos (Bennett, 2010b). Os complexos imunes (resultantes de reaccbes de
hipersensibilidade do tipo Ill), depositam-se na membrana sinovial e tém uma grande
capacidade de estimular os mediadores inflamatoérios, por meio da fixacdo do sistema de
complemento e subsequente infiltracdo da membrana sinovial por células inflamatérias. Os
niveis de citoquinas pro-inflamatorias como IL-1 e TNF-a estdo aumentados, sendo uns dos
responsaveis pela estimulacdo da producdo de MMP que participam na degeneracdo da
cartilagem articular. Estas citoquinas difundem-se da membrana sinovial para a cartilagem
articular e vice-versa (Hay & Manley, 2006). E provavel que certos individuos apresentem
predisposicdo genética para artrites imunomediadas, nomeadamente devido a variacdes
genéticas na resposta imunitéaria do individuo. E conhecido que certos alelos do complexo de
maior histocompatibilidade (MHC), em particular de DLA-DRB1, tém sido associados ao
aumento do risco de artrite imunomediada no cdo (Bennett, 2010b). Ao contrario das artrites
infecciosas as imunomediadas atingem geralmente mais que uma articulacdo e podem ser
classificadas do ponto de vista radiografico e histolégico em duas categorias: 1) Erosivas ou
2) Néo Erosivas dependendo da presenca ou auséncia de altera¢fes erosivas na cartilagem
articular (Abercromby, 1994).

3.2.2.1. Doencas Articulares Erosivas

Estas sdo doencas imunomediadas poliarticulares, que de acordo com o proprio nome
apresentam uma destruicdo da cartilagem articular. Radiograficamente sdo visiveis lesoes
erosivas ao nivel da superficie articular e do osso subcondral, o qual apresenta uma
diminuicdo da densidade das trabéculas Osseas. Trata-se de um processo destrutivo
progressivo (Bennett, 2010b; Goldstein, 2010; May & Bennet, 1994).
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3.2.2.1.1. Artrite Reumatoide

A artrite reumatdide é uma artropatia inflamatoria, que afecta em simultaneo vérias
articulagBes, com uma etiologia desconhecida e que se caracteriza pela destruigcdo cronica e
erosiva das articulacdes (May & Bennet, 1994). Descrita pela primeira vez no cdo em 1969
(Tiu, Suter, Fischer & Dorfman, 1969), € uma doenca pouco frequente nesta espécie (Denny
& Butterworth, 2000), afectando principalmente individuos adultos geralmente com mais de 5
anos de idade (Bennett, 2010b; Schulz, 2007).

A patogenia exacta da artrite reumatoide € ainda desconhecida, sendo que por algum motivo
existe uma alteracdo na imunoglobulina G (IgG) enddgena que vai estimular a producéo de
anticorpos 1gG e IgM. Estes anticorpos, também conhecidos como factores reumatodides
ligam-se a fraccdo Fc (fracgdo constante das imunoglobulinas, responsavel pela sua actividade
bioldgica) da 1gG e formam complexos imunes que se depositam na membrana e no liquido
sinovial, conduzindo a activacdo do sistema de complemento (Feldmann, Brennan & Maini,
1996; May & Bennet, 1994). Ocorre assim uma intensa migracdo celular de neutrdfilos,
macrofagos, linfocitos e células dendriticas para a membrana sinovial, mas também para o
liquido sinovial. A espessura da membrana celular aumenta, existe uma neovascularizacéo
acentuada e deposicdo de tecido de granulacdo sobre a membrana sinovial (pannus) que tende
a invadir a cartilagem articular. A cartilagem articular coberta pelo pannus esta assim sujeita a
accdo intensa de MMP produzidas por células que constituem 0 pannus em resposta as
citoquinas pro-inflamatorias como a IL-1 e TNF-a, apresentado por isso uma destruicdo da
cartilagem articular, a qual em casos mais graves pode mesmo atingir o 0sso subcondral
(Feldmann et al., 1996; May & Bennet, 1994). Os sinais clinicos podem ser bastantes
varidveis de doente para doente, apresentando contudo sempre na sua histéria clinica
referencia a claudicacdo ou dificuldade de locomocdo, geralmente em mais do que uma
articulacdo. No exame objectivo, pode ser notdria a instabilidade do carpo e tarso (0ssos mais
atingidos), os quais podem mesmo apresentar alguma deformidade (Schulz, 2007). Na
imagem radiogréfica, o sinal classico de artrite reumatdide é a presenca de irregularidades da
superficie articular ou a existéncia de lesdes liticas no 0sso, o que indica sempre destrui¢do do
0sso0 subcondral. Também pode ser observado edema de tecidos moles, aumento do liquido
articular, diminuicdo do espaco articular e em alguns casos presenca de osteofitos (Bennet,
2010a; Piermattei et al., 2006; Schulz, 2007). Em cerca de 75% dos casos de artrite
reumatoide os niveis de factores reumatdides estdo aumentados e a maioria apresenta valores

normais de anticorpos antinucleares (ANA) (Denny & Butterworth, 2000).
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3.2.2.1.2. Poliartrite progressiva cronica felina

Trata-se de uma doenca imunomediada que afecta aparentemente apenas gatos do sexo
masculino com uma idade compreendida entre 1,5 a 4,5 anos e sem predisposi¢do racica
(Goldstein, 2010; Schulz, 2007). E geralmente simétrica bilateral e afecta principalmente o
tornozelo e o carpo, sendo pautada por uma proliferacdo marcada do periosteo, onde 0sso
peri-articular neoformado é a principal caracteristica. A erosdao de 0sso subcondral é também
visivel em alguns casos. Os sinais clinicos e as alteragdes no liquido sinovial sdo semelhantes
as encontradas em outras poliartrites imunomediadas. A doenca é bastante semelhante a artrite
reumatdide canina com a excepcao que neste caso a numero de articulacdes afectada é menor,
e ndo existe factor reumatoide elevado em circulagdo (May & Bennet, 1994). A causa desta
doenca é ainda desconhecida, mas pode estar relacionada com a exposi¢do do doente ao virus
formador de sincicio felino (FeSFV) e ao virus da leucemia felina (FeLV). Todos os gatos
com esta doenca sdo positivos para FeSFV e o FeLV ¢ identificado em 60 % deles.
Clinicamente a maioria dos gatos apresenta histéria de claudicacdo, relutancia ao movimento,
anorexia, dor, perda de peso e ocasionalmente algum grau de deformacdo da articulagédo
afectada (Schulz, 2007).

3.2.2.1.3.Poliartrite erosiva dos galgos

Esta descrito o desenvolvimento de uma condicdo de poliartrite erosiva em galgos com menos
de trés anos, que embora de causa desconhecida (Denny & Butterworth, 2000) se pense que 0
Mycoplasma spumans possa desempenar um papel importante nesta doenca (Abercromby,
1994; May & Bennet, 1994).

3.2.2.2. Doencas Articulares Nao Erosivas

Estas sdo a forma mais comum de poliartrite imunomediada no céo e no gato, caracterizando-
se pela deposicdo de complexos antigénio-anticorpo ao nivel da membrana sinovial. As
doencas articulares ndo erosivas estdo descritas como sendo secundarias a doencas infecciosas
crénicas auto-imunes como o0 Lupus Eritematoso Sistémico, a sinovites linfociticas
plasmociticas, ao uso de determinados farmacos ou idiopaticas (Goldstein, 2010; Hay &
Manley, 2006).

3.2.2.2.1. Lupus Eritematoso Sistémico (LES)
O Lupos Eritematoso Sistémico (LES) é uma doenca auto-imune idiopatica multissistémica
(Bennett, 2010b; Denny & Butterworth, 2000), que resulta da producdo de anticorpos contra

o0s eritrocitos, leucocitos e plaquetas. Esta natureza multissistémica resulta numa grande
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variedade de apresentac@es clinicas, sendo que na maioria dos casos estdo sempre presentes
sinais de febre e poliartrite inflamatdria ndo erosiva simétrica. A deposi¢cdo de complexos
imunes na articulagdo, principalmente ao nivel dos vasos sanguineos da membrana sinovial é
responsavel pelo desencadeamento de resposta inflamatdéria (Bennett, 2010b). Outras
manifestacbes incluem anemias hemoliticas imunomediadas, trombocitopénias
imunomediadas, leucopénia, glumerelonefrite, dermatites, polimiosites, alteracdes no sistema
nervo central, pleurites e doencas gastro intestinais (May & Bennet, 1994). O LES pode
ocorrer tanto em canideos como em felideos e devido a grande variedade de sinais e sintomas
clinicos o seu diagnéstico pode ser dificil (Bennett, 2010b). A avaliacdo das imagens
radiograficas das articulagbes afectadas pode ndo revelar nenhuma alteracdo especifica. A
reac¢do peridstica é rara, mas o edema dos tecidos moles e efusdo sinovial pode ser observado
na maioria dos casos (May & Bennet, 1994). O LES é caracterizado pela presenca em
circulacdo de anticorpos antinucleares (ANA), grupo de auto-anticorpos contra o material
constituinte do ndcleo da célula, e embora os ANA estejam aumentados como sdo bastante
inespecificos, os titulos positivos podem estar associados a outras doengas. Por isso, alguns
autores defendem que a quantificacdo dos ANA pode ajudar no diagnostico, mas apenas
quando revelam um titulo relativamente elevado. Outros defendem que devido a falta de

especificidade dos ANA a sua avaliagdo ndo deve ser realizada (Bennett, 2010Db).

3.2.2.2.2. Sinovite linfocitica plasmocitica

Trata-se de uma doenca imunomediada caracterizada por uma infiltracdo de linfécitos e
plasmacitos ao nivel da membrana sinovial, sendo a articulacdo do joelho a mais afectada,
conduzindo a degeneracdo e ruptura do ligamento cruzado anterior, instabilidade articular
e/ou desenvolvimento da doenca degenerativa articular (DDA) (Schulz, 2007). Os doentes
apresentam geralmente claudicacdo uni ou bilateral dos membros pélvicos, com um inicio
agudo ou com duracdo crénica, ndo apresentando normalmente sinais sistémicos (Schulz,
2007). O diagnostico é feito através de biopsia da membrana sinovial onde é possivel
visualizar uma hipertrofia dos villi e a infiltragdo da membrana sinovial e do ligamento
cruzado anterior por linfocitos e plasmécitos (Goldstein, 2010; Schulz, 2007). Afecta em
particular cées da raca Pastor Aleméo (Goldstein, 2010), Rottweiler (Schulz, 2007) e outras
racas de grande porte.

3.2.2.2.3. Sindrome de poliartrite /polimiosite canina
Nesta sindrome a poliartrite € complicada pela presenca de uma polimiosite, sendo mais

comum em cdaes de racas Spaniel. Clinicamente, os animais apresentam rigidez marcada,
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pouca tolerancia ao exercicio fisico, atrofia muscular generalizada (associada a fibrose e
contracturas) e nas primeiras fases pode mesmo haver edema muscular e dor. Afecta em
particular o joelho e a articulagdo temporomandibular. O seu diagnostico é confirmado através
de biopsia realizada a diferentes masculos, no minimo seis em que pelo menos dois revelem

alteracdes inflamatdrias. (Bennett, 2010b).

3.2.2.2.4. Sindrome poliartrite/meningite

Diagnosticada principalmente em racas Weimaraner, Terra Nova, Braco Alemdo, Boxer,
Corgi, Boieiro de Berna (Bennett, 2010b; Denny & Butterworth, 2000), caracteriza-se
clinicamente pelo doente apresentar pirexia, rigidez e dor no pesco¢go. Em alguns casos podem
mesmo estar presentes sinais nervosos (Bennett, 2010b; May & Bennet, 1994). A inflamacao
das meninges pode ser confirmada pela analise do liquido cefalorraquidiano (LCR), onde
existe um aumento da contagem de leucocitos, dos niveis de proteina e de creatinina. (May &
Bennet, 1994).

3.2.2.2.5. Poliartrite nodosa

E uma forma extremamente rara de poliartrite no cdo, caracterizando-se por uma infiltracao
fibrinosa em redor das arteriolas da membrana sinovial. Outros 6rgdos podem também ser
afectados (Bennett, 2010b; May & Bennet, 1994).

3.2.2.2.6. Sindrome de poliartrite juvenil no Akita

Trata-se de uma poliartrite que afecta apenas cdes da raca Akita com menos de 1 ano de
idade, tem um componente hereditario e os sinais clinicos incluem dor ciclica, anemia
hemolitica e ocasionalmente podem apresenta meningite (Bennett, 2010b; Hay & Manley,
2006).

3.2.2.2.7. Artrite inflamatéria do Shar-Pey

Também conhecida como febre do Shar-Pey, afecta individuos desta raca de qualquer idade.
Clinicamente caracteriza-se por episodios de febre e edema articular, principalmente no tarso.
E uma doenca autossomica recessiva. Em alguns dos animais também esta presente a

deposicéo de substancia amildide (Bennett, 2010b; Hay & Manley, 2006).

3.2.2.2.8. Artrite induzida por farmacos
Consiste basicamente numa reaccdo de hipersensibilidade, que envolve a deposicdo de

complexos farmaco-anticorpo em diferentes areas do corpo, como as articulagdes (Bennett,
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2010b; Goldstein, 2010). Os principais farmacos responsaveis por esta reac¢do Ssao
antibidticos pertencentes as sulfonamidas, lincomicina, eritromicina, cefalosporinas e
penicilina (Bennett, 2010b). Os cées da raca Doberman Pinscher parecem ser particularmente

susceptiveis a combinacdo de sulfadiazina-trimetoprim (Bennett, 2010b; Goldstein, 2010).

3.2.2.2.9. Reaccgdes vacinais

Ocasionalmente, poliartrites imunomediadas podem ocorrer ap6s vacinacdo, sendo mais
provavel de ocorrer na primovacinacdo (particularmente em gatinhos) (Bennett, 2010b). Os
sinais clinicos sdo transitorios com uma duracdo de 24 a 48 horas e traduzem-se em
claudicacdo, podendo surgir cinco a sete dias ap0s a vacinacdo. O calicivirus parece ter um
papel importante nesta condi¢cdo uma vez que antigénios de calicivirus foram detectados em
macrofagos da membrana sinovial e a presenca destes antigénios esta associada a sinovite
activa (Bennett, 2010b; Goldstein, 2010).

3.2.2.2.10. Poliartrite idiopatica

A Poliartrite idiopética inclui todos os casos de artropatia inflamatoria que ndo podem ser
inseridos nos outros grupos, sendo portanto um diagnostico de exclusdo. Ndo possuem uma
causa identificada, mas presume-se que esteja relacionada com a formacdo de complexos
imunes (Schulz, 2007), surgindo em individuos de qualquer idade, sendo mais frequentemente
nas idades entre os 1 e 3 anos (Bennett, 2010b). Manifesta-se geralmente como sinovite aguda
ou subaguda e ao Rx € possivel ser detectado edema dos tecidos moles peri-articulares e/ou
edema articular sem mais quaisquer alteragdes (Schulz, 2007). Podem ser divididas em quatro
subcategorias (Bennett, 2010b): Tipo I- Artrites idiopaticas ndo complicadas, é a forma mais
comum; Tipo Il- Artrite idiopéatica associada a infeccGes distantes das articulacGes (artrite
reactiva). As Infeccbes ocorrem frequentemente no tracto respiratorio, tonsilas, tracto
urinario, Utero, pele e cavidade oral; Tipo IllI- Artrite idiopatica associada a doencas
gastrointestinais (artrite enteropatica); Tipo V- Artrite idiopéatica associada a neoplasia. A
localizacdo da neoplasia ndo tem qualquer relagdo com a articulagdo e muitas vezes apenas €
detectada em exame postmortem, é o cado dos doentes com carcinoma das células escamosas,
tumor da base do coragéo, leiomioma e adenocarcinoma mamario. Em gatos, estdo associadas

a doencas mieloproliferativas.
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4. Diagnostico da DDA

4.1. Histdria e sinais clinicos

De igual modo as restantes areas da clinica a abordagem ao caso deve iniciar-se sempre com a
caracterizacdo do doente e elaboracdo de uma boa historia clinica, que considera também a
identificacdo do membro afectado, a evolucdo do problema, o tipo de tratamentos realizados e
a sua eficécia, periodo do dia em que ha exacerbacdo dos sinais clinicos, relacionado com o
exercicio ou ap6s um periodo de decubito prolongado e alteracbes na claudicacdo de acordo
com o clima (Schulz, 2007), de modo a dirigir o clinico para o diagnostico. Geralmente nos
animais com DDA a claudicacdo é muitas vezes mais perceptivel para o dono ap6s um
periodo de repouso, em particular apds exercicio intenso, rigidez articular matinal também é
um sinal frequente e é uma condicdo que é agravada pelo tempo frio e himido. A dor crénica
pode também tornar dificil para o doente deitar-se e adoptar uma posicéo antialgica, podendo
0S proprietarios notar que o animal esta constantemente a mudar a sua posicao antes de dormir
(Houlton, 1994).

4.2 Técnicas de diagnostico adicionais

4.2.1. Radiografia

A radiografia é possivelmente o meio de diagnostico auxiliar mais utilizado, devido a sua
disponibilidade, ao preco, a informacao que proporciona, ao facto de ser um método simples e
bastante rapido, tornando-se por isso uma primeira escolha nos casos de DDA (Bennett,
2010a). Para uma informacédo mais correcta sobre determinada regido radiografada geralmente
€ necessario radiografar sobre dois planos visuais perpendiculares entre si, os planos
ortogonais, em alguns casos podem ser necessarios outros planos adicionais (obliquos,
flexionados ou sobre tensdo) (Schulz, 2007). A gravidade dos sinais clinicos encontrados
pode ndo estar necessariamente relacionada com o grau de claudicacdo que o animal apresenta
(May, 1994), e a avaliacdo dos sinais radiograficos precoces de DDA corresponde
normalmente a aumento da opacidade dos tecidos moles peri-articulares e/ou edema articular,
por vezes podem ser dificeis de observar em algumas articulagdes. Outros dos sinais
caracteristicos de DDA (Imagem 1) sdo a existéncia de ostedfitos, a esclerose do 0sso
subcondral e a calcificagdo dos tecidos intra ou peri-articulares (Bennett, 2010a; Denny &
Butterworth, 2000; May, 1994). Os ostedfitos localizam-se normalmente na periferia da
articulacdo, podendo também estar localizados nos locais de unido dos ligamentos e tenddes.
Podem ser detectados radiograficamente apenas 2-3 semanas apés o inicio da DDA (Bennett,

2010a). A esclerose do osso subcondral é observada como um aumento da opacidade do 0sso,
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sendo por isso um sinal radiografico que tende a ser detectado apenas nos casos em que a

doenca ja existe ha algum tempo (Denny & Butterworth, 2000).

Imagem 1 - Imagens de Rx digital de joelhos de canideo na projeccao latero-lateral (Fonte:
Servico de Radiologia do Hospital da Faculdade de Medicina Veterinaria).

A) Articulagdo classificada em Grau 0 (articulacdo sem alteracdes); B) Articulacdo classificada em
Grau 4 para a presenca de doenca degenerativa articular. E possivel verificar a presenca de oste6fitos,

uma marcada diminuicdo do espagco articular, nitida esclerose subcondral e deformacao 6ssea.

4.2.2. Tomografia Axial Computorizada

A Tomografia Axial Computorizada (TAC) proporciona uma imagem transversal seriada da
area a pesquisar (Schulz, 2007), apresentando em relacdo a radiologia convencional a
vantagem de permitir uma diferenciagdo da densidade tecidular superior e auséncia de
sobreposicao de estruturas. Além disso na TAC é possivel fazer reformatacdo das imagens em
planos diferentes com reconstrucdo tridimensional de imagens, providenciando informacdes

detalhadas das alteracdes 0sseas decorrentes da DDA (Bennett, 2010a).

4.2.3. Ressonancia Magnética
Este exame tem a capacidade de permitir obter uma imagem de elevada qualidade das
estruturas intra-articulares que outras técnicas ndao permitem (Denny & Butterworth, 2000;

Houlton, 1994). E um meio muito dispendioso e n3o esta disponivel a todos os clinicos.

4.2.4. Ultra-sonografia
Esta técnica, em avaliagdes ortopédicas é mais Util para a avaliacdo de estruturas de tecido

mole como é o caso de tenddes, ligamentos e meniscos (Schulz, 2007).
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4.2.5. Artroscopia

A artroscopia consiste na examinagdo endoscépica da cavidade articular, sendo um método
minimamente invasivo, permitindo visualizar directamente todas as estruturas internas da
articulacdo como a superficie da cartilagem articular, os meniscos, ligamentos e a membrana
sinovial (Houlton, 1994). O seu real beneficio em cdes com DDA ainda esta para ser provado
(Denny & Butterworth, 2000).

4.2.6. Artrocentese

A artrocentese consiste na puncao da articulacdo sinovial e aspiracdo de liquido sinovial. A
analise do liquido sinovial pode fornecer bastante informacéo sobre o processo em curso,
sendo que nas articulagdes com DDA o volume de liquido sinovial pode estar normal ou
aumentado, com aumento da viscosidade (Bennett, 2010a; Denny & Butterworth, 2000).
Apresenta uma contagem de globulos brancos baixa (100-11000, média de 1500/mm3)

(Bennett, 2010a), principalmente macro6fagos e linfécitos.

5. O Fendmeno de Resposta da Fase Aguda

A resposta da fase aguda corresponde a uma reac¢do complexa, ndo especifica que ocorre
rapidamente apds qualquer lesdo no organismo, sendo considerada como fazendo parte do
sistema imunitario inato do individuo. E caracterizada por um diversificado conjunto de
efeitos sistémicos que incluem febre, leucocitose, aumento dos niveis de cortisol, diminuicédo
da concentracdo de tiroxina e varias alteracbes metabolicas (Ceron, Eckersall & Martinez-
Subiela, 2005). A esta resposta associam-se ainda alteragcBes na concentracdo de proteinas
plasmaéticas, chamadas proteinas de fase aguda, onde algumas sofrem diminuicdo da
concentracdo (sendo por isso designadas de proteinas de fase aguda negativas) como € o caso
da albumina, e outras um aumento de concentracdao (sendo designadas de proteinas de fase
aguda positivas), como a proteina C-reactiva, a proteina sérica amildide A, a haptoglobulina,
alfa-1-glicoproteina &cida, ceroplasmina e do fibrinogénio (Cerén et al., 2005). Estas
proteinas de fase aguda positivas sdo sintetizadas principalmente pelos hepatocitos quando
estimulados por citoquinas pro-inflamatérias, como a IL-1, IL-6 e 0 TNF-o (Cerdn et al.,
2005; Clyne & Olshaker, 1999). Destas 3, no Homem a IL-6 é considerada a citoquina
principal, pois tem a capacidade de induzir sozinha a sintese de haptoglobulina, ou quando

combinada com a IL-1 induzir a sintese da proteina C-reactiva e da proteina sérica amildide A.
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5.1. A Proteina C-Reactiva (PCR)

A proteina C-reactiva (PCR) foi detectada pela primeira vez em 1930 por William Tillet e
Thomas Francis, no soro de doentes humanos com infeccbes agudas de pneumonia
pneumocdcica. Descobriram que no soro destes doentes existia uma substancia que formava
um precipitado quando combinada com a fraccdo C do Streptococcus pneumoniae (Tille &
Frances, 1930), e que apés a resolucdo da pneumonia, essa precipitacdo ja ndo ocorria quando
juntavam o soro de individuos recuperados com a fraccdo C. Mais tarde esta fraccdo C foi
identificada como sendo um polissacarideo da parede celular, mas foi em 1941 que O. Avery
e Theodore Abernethy descobriram que essa substancia reactiva responsavel pela precipitacao
da fraccdo C era a PCR (Gotschlich, 1989), a qual teria sempre de se ligar o ido célcio.
Posteriormente descobriu-se que esta reacgdo ndo acontecia apenas na pneumonia
pneumocdcica, mas também numa variedade de outras infeccdes (Clyne & Olshaker, 1999;
Mold, Gewurz & Du Clos, 1999). Em 1966 Diman e Coles demonstraram a existéncia da
PCR no céo tendo sido isolada nesta espécie pela primeira vez em 1972 por Riley e Zontine
(Riley & Zontine, 1972). A PCR foi identificada como fazendo parte da resposta precoce do
organismo a estados inflamatorios, conduzindo a caracterizagdo das chamadas proteinas de
fase aguda, estando presente no organismo em quantidades basais e aumentando rapidamente
de alguns microgramas por mililitro para varias centenas ou milhares (Mold et al., 1999) em
reposta a uma lesdo tecidual causada por uma grande variedade de doengas infecciosas e/ou
inflamatdrias (Clyne & Olshaker, 1999), queimaduras, necroses, traumas, parto, exercicio
intenso e até mesmo em doencgas psiquiatricas (Ablij & Meinders, 2002). Utilizada por rotina
em Medicina Humana como um marcador de estados inflamatorios e para monitorizar a
evolucdo da doenca e da terapéutica (Clyne & Olshaker, 1999; Eckersall & Conner, 1988;
Pepys & Hirschfiel, 2003; Ohno et al., 2006; Yamamoto et al., 1993b).

A PCR no cédo é a proteina de fase aguda mais importante (Skinner, 2001) e a que suscita
maior interesse como marcador de doenca e condicBGes de desequilibrio (Eckersall, 2000),
como leptospirose, babesiose, parvovirose (Ceron et al., 2005), leishmaniose (Martinez-
Subiela, Tecles, Eckersall & Cerdn, 2002), hepatite, prostatite aguda e peritonite (Riley &
Zontine, 1972), trauma cirurgico (Caspi et al., 1984; Yamamoto et al., 1993b), neoplasias,
(nomeadamente linfoma, hemangiossarcoma e tumores mamarios) (Caspi et al., 1984,
Kjerlgaard-Hansen, Stadler & Jensen, 2008) pidmetra, anemia hemolitica imunomediada,
glumerelonefrite (Kjerlgaard-Hansen et al.,, 2008; Nakamura et al., 2008), lesdes
gastrointestinais, doenca inflamatdria intestinal (Ceron et al., 2005), artrite reumatoide e
poliartrites ndo erosivas (Caspi et al.,, 1984). Contudo, em Medicina Veterinaria 0s

doseamentos de PCR nédo sdo ainda realizados por rotina, pelo que ndo existem estudos
40



aprofundados sobre sua concentracdo nas varias doencas (Nakamura et al., 2008). A principal
vantagem da determinacdo da PCR prende-se com o facto das suas alteragdes serem muito
precoces (Eckersall & Conner, 1988).

5.1.1. Estrutura Molecular da PCR

A PCR é uma proteina da familia das pentraxinas, sendo constituida por cinco subunidades
idénticas os protdmeros (Figura 6), agregados numa forma pentamérica simétrica através de
ligacGes ndo covalentes, entre as subunidades em redor de um poro central. A PCR canina tem
um peso molecular de 100kDa, com cada uma das subunidades pesando aproximadamente
20kDa (Céron et al., 2005). Cada protomero é formado por 206 aminoécidos (Ablij &
Meinders, 2002; Volanakis, 2001), organizados numa Unica cadeia peptidica que se encontra
dobrada em duas folhas-p antiparalelas com uma a-hélice na face da proteina efectora
(Volanakis, 2001).

Figura 5 - Diagrama do complexo PCR-fosfocolina (Black, Kushner & Samols, 2004).

Representacdo esquematica dos 5 protdmeros que constituem a PCR. As esferas amarelas

correspondem aos ides calcio e as verdes a fosfocolina.

Cada protomero tem a capacidade para se ligar a dois ides calcio, os quais sdo indispensaveis
para as ligacGes especificas da PCR a determinados ligandos (Volanakis & Kaplan, 1971). O
ligando com maior afinidade para estas ligaces calcio-dependentes é a fosfocolina, a qual é
um constituinte dos fosfolipidos da membrana celular e das lipoproteinas do plasma. A
fosfocolina esta presente na maioria dos polissacarideos das bactérias e fungos, mas também
na maioria das membranas celulares (Ablij & Meinders, 2002; Volanakis & Kaplan, 1971),
sendo que a ligacdo da PCR a esta moléecula apenas é possivel de se estabelecer quando existe

lesdo da membrana plasmaética, que permita a sua exposi¢do (Black, Kushner & Samols,
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2004; Volanakis, 2001). A PCR também se pode ligar através destas ligacdes calcio-
dependentes a outros constituintes membranares e celulares de células necréticas, como é o
caso das histonas, cromatina e pequenas células ribonucleoproteicas (Ablij & Meinders, 2002;
Volanakis, 2001). Os dois i6es de calcio estdo ligados a face concava a denominada face B da
PCR. O Primeiro ido calcio interage com os residuos Asp60, Asn6l, Glul38, Aspl40 e
GIn139, enquanto que o segundo esta ligado aos residuos Glul38, Asp140, GIn 150 e Glu
147. Ambos os locais na cadeia tém afinidades idénticas para os ides célcio. Por sua vez o
local de ligacdo da fosfocolina ao protomero € constituido pelos dois ies de calcio (dai ser
uma ligacdo calcio-dependente) e por uma porcdo adjacente hidrofébica constituida pelos
residuos Phe66, Leu64, Thr76. A ligacdo é estabelecida através da interaccdo de dois
oxigenios do grupo fosfato da fosfocolina, com os dois ifes de célcio e ainda pela interaccéo
do grupo colina da fosfocolina com a porcéo hidrofébica (Black et al., 2004; Thompson,
Pepys & Wood, 1999; Volanakis, 2001). A outra face, designada de face A, apresenta uma a-
hélice e um sulco bastante acentuado, onde ocorre a ligacéo da proteina C1g, necessaria para a
activacdo do sistema do complemento (Thompson et al., 1999; Volanakis, 2001) e é onde se
pensa que também se liguem os receptores de Fcy (Black et al., 2004). Assim a PCR apresenta
duas faces: uma de reconhecimento (que é a que apresenta os cinco locais de ligacdo
especificos para a fosfocolina), e outra face efectora (que apresenta os locais de ligacao para a
C1q) (Volanakis, 2001). Ao contréario da PCR humana que ndo é uma glicoproteina, duas das
cinco sub-unidades que constituem a PCR canina séo glicosiladas (Carpi et al., 1984), o que
permite explicar em parte a dificuldade da utilizacdo de anticorpos anti-PCR humana na
medicdo de PCR canina (Cerén et al., 2005).

5.1.2. Biossintese da PCR

A PCR é sintetizada principalmente pelos hepatocitos (Ablij & Meinders, 2002; Clyne &
Olshaker, 1999; Volanakis, 2001) em resposta a infecgdes ou inflamagGes precoces, sendo
codificada no Homem, por um gene que se encontra no cromossoma 1 entre 1921 e 1923,
contendo 2263 nucledtidos e possui apenas um intrdo (Woo, Korenberg & Whitehead, 1985).
A inducgdo da sintese PCR é regulada a nivel transcripcional principalmente pela IL-6 (Black
et al., 2004; Volanakis, 2001), mas também pela IL-1 e TNF-a (Clyne & Olshaker, 1999). As
IL-6 e IL-1 regulam a expressdo de muitos genes de proteinas de fase aguda através da
activacao do factor transcripcional STAT3, membros da familia da C/EBP e de proteinas Rel.
No caso da PCR os membros da familia C/EBP, o C/EBPB ¢ C/EBPS sdo essenciais para a
inducdo. Além dos locais de ligacdo de C/EBP, a regido proximal do promotor do gene da

PCR apresenta também locais de ligacdo para STAT3 e para proteinas Rel. (Black et al.,
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2004). Apos a transcricdo 0 m-ARN da PCR ¢é traduzido em protomeros, que depois no
reticulo endoplasmaético rugoso sdo agregados em grupos de cinco, formando o pentdmero
ciclico (Ablij & Meinders, 2002). Quando a PCR ¢ libertada na circulacdo sofre uma
distribuicdo uniforme no sangue sem que ocorra uma fixacdo significativa no tecido onde
existe a inflamacdo (Hutchinson, Noble, Hawkins & Pepys, 1994). Apo6s o aparecimento do
estimulo agudo existe um aumento bastante significativo dos niveis desta proteina, que atinge
0 seu pico aproximadamente 48 h apds o aparecimento da lesdo (Ablij & Meinders, 2002;
Volanakis, 2001), podendo persistir durante toda a permanéncia do estimulo. Existe assim
uma forte correlacdo entre a duracdo e a intensidade do estimulo e o nimero de hepatdcitos
que se iniciam na sintese da PCR (Ablij & Meinders, 2002). A activagdo dos hepatdcitos por
parte das citoquinas ocorre primeiro nos hepatocitos que estdo na proximidade do espago
porta e posteriormente nos hepatocitos em direccdo a veia centrolobular. A grande maioria da
PCR ¢ degradada também pelos hepatocitos, sendo apenas uma pequena parte (a que se
encontra aderida a ligandos) degradada por neutréfilos e macrofagos (Ablij & Meinders,
2002). Ap0s a resolucéo da inflamacéo os niveis séricos PCR descem, voltando rapidamente a
valores normais, pois deixa de existir estimulo para a sua sintese e 0 seu tempo de semivida
também é curto, varia segundo os autores entre 4-19h (Ablij & Meinders, 2002; Clyne &
Olshaker, 1999).

5.2. As Funcoes Bioldgicas da PCR

A principal funcdo bioldgica da PCR é determinada pela sua capacidade para reconhecer
agentes patogénicos e células danificadas, mediando a sua eliminagdo através da activacdo do
sistema de complemento e da modulacdo de células fagociticas (Clyne & Olshaker, 1999;
Molde et al., 1999; Volanakis, 2001). O sistema de complemento é constituido por
aproximadamente 30 proteinas diferentes que desempenham um papel importante nos
mecanismos de defesa do hospedeiro contra agentes infecciosos e na resposta inflamatoéria. A
sua activacdo pode ser conseguida segundo 3 vias: a classica, a alternativa e a via da lectina.
As proteinas C1-C9 sdo os principais componentes da cascata de activacdo da via classica,
geralmente iniciada pela ligacdo de complexos imunologicos a Clg. A fase inicial gera
posteriormente produtos de clivagem de C3 e C4, os quais actuam como opsoninas,
facilitando a acgéo das células fagociticas. A fase posterior da via classica envolve a accdo de
C5-C9 (que sdo altamente inflamatdrias) que geram potentes péptidos quimiotacicos que
levam ao ataque de membranas celular, conduzindo a lise bacteriana ou das células as quais
de ligam (Black et al., 2004). Quando se forma o complexo PCR-ligando, este complexo €

reconhecido pela C1q, que corresponde a uma das 3 proteinas do complexo C1, e que induz a
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formacdo de enzima C3 convertase (Ablij & Meinders, 2002; Black et al., 2004; Molde et al.,
1999; Volanakis, 2001), que transforma a proteina C3 em C3a (activada) (a qual participa na
desgranulagdo dos mastocitos) e em C3b. O complexo PCR-ligando-C3b, formado na
superficie da celula-alvo, € entdo reconhecido pelos macréfagos ao nivel do receptor
membranario do C3b, sendo deste modo opsonizado e fagocitado (Black et al., 2004).

A activacdo do complemento por parte da PCR esta limitada praticamente a C1-C4, que
correspondem a fase inicial da via classica, com pouca activacdo das proteinas C5-C9. Tal
facto ocorre devido a inibi¢do da formacao da enzima C5 convertase pela ligacdo do factor H
(cuja funcdo é controlar a taxa de formacdo e a actividade das convertases do complemento) a
proteina C3b (Molde et al., 1999). Como resultado desta inibicdo a resposta inflamatoria
tipicamente associada com C5a e o complexo de ataque a membrana provocado por C5-C9,
sdo limitados (Black et al., 2004; VVolanakis, 2001).

Outra propriedade importante, € a capacidade do complexo PCR-ligando em se ligar aos
receptores de 1gG FcyRI e FcyRIl nas células fagociticas (Ablij & Meinders, 2002; Black et
al., 2004), provocando uma resposta de células fagociticas, contribuindo mais ainda para a
fagocitose dos microrganismos e células mortas (Gewurz, Zhang & Lint, 1995; Volanakis,
2001).

5.3. Factores que influenciam os valores da PCR no soro

Até a data ndo foram encontradas alteraces na concentracdo sérica de PCR relacionadas com
a idade, raca (Ceron et al., 2005; Yamamoto et al., 1994), sexo (Kuribayashi et al., 2003;
Yamamoto et al., 1994) e ritmo circadiano (Otabe et al., 1998) de animais saudaveis.
Contudo, os estudos demonstraram que durante a gestacéo existe um aumento dos valores de
PCR principalmente no momento da implementacdo do embrido e o desenvolvimento da
placenta, devido a uma reaccdo inflamatoria induzida pela invasdo endometrial do embrido
(Cerdn et al., 2005; Kuribayashi et al., 2003; Yamamoto et al., 1994). No que respeita aos
factores ambientais, alguns estudos demonstraram que cdes mantidos em ambientes
controlados apresentam concentracoes séricas de PCR mais baixas do que cdes mantidos junto
dos seus donos (0,48 £ 0,17 mg/l) (Yamamoto et al., 1994) e (8,4 + 4.6 mg/l) (Yamamoto et
al., 1993b), respectivamente. A explicacdo para tal pode ser devido ao facto de que os cées
mantidos com 0s seus donos sdo expostos a mais factores ambientais que estimulam o sistema
imunitario, o que ndo acontece nos individuos que estdo num ambiente controlado. Estes
mesmos factores ambientais podem explicar a variagdo intraindividual dos niveis séricos de

PCR encontrados em animais saudaveis (Otabe et al., 1998).

44



5.4. Quantificacao das concentracfes da PCR

Actualmente a PCR em cdes esta a torna-se num dos pardmetros laboratoriais mais
importantes na obtencdo de informacdo de diagnostico da presenca de lesBes inflamatdrias,
infecciosas, auto-imunes ou neoplasicas assim como também na avaliacdo da resposta as
terapéuticas (Parra, Tecles, Martinez-Subiela & Céron, 2005). A sua determinacéo € realizada
principalmente em soro, embora existam alguns estudos em que a mesma é avaliada em
plasma, saliva (Parra et al., 2005), liquido cefalorraquidiano, urina (Cerén et al., 2005) e
liquido sinovial (Bennett et al., 2013).

A sua medicdo utiliza principalmente os imunoensaios com anticorpos especificos contra a
PCR, estando desenvolvidas e descritas vérias técnicas, como a 1) imunodifusdo radial
(Conner, Eckersall, Ferguson & Douglas, 1988), 2) electroimunoensaio, 3)
imunoturbidimetria (Eckersall, Conner & Harvie, 1991), 4) teste de ELISA (Yamamoto et al.,
1993b) e 5) métodos de aglutinacdo passiva reversa em latex (RPLA) (Yamamoto et al.,
1993Db; Tagata et al., 1996). A IMUNODIFUSAO é uma técnica na qual ocorre uma reacgao
de precipitacdo do complexo antigénio-anticorpo, num suporte de gel de agarose. Para a
deteccdo da PCR ¢ utilizada a imunodifusédo radial, onde o soro do doente é colocado dentro
de pocos de agar que contém os anticorpos monoclonais contra a PCR, e a medida que se véo
formando os complexos antigénio-anticorpo, estes vdo-se precipitando em torno do poc¢o
formando um halo. O didametro do halo de precipitacdo € directamente proporcional a
guantidade de antigénio na amostra, pelo que quanto maior o diametro do halo maior a
concentracdo de PCR (Conner et al., 1988). ELECTROIMUNOENSAIO é um método
simples, répido e reprodutivel que envolve a comparacdo da amostra de concentracdo
desconhecida, com uma série de diluicbes de uma concentracdo conhecida da proteina em
estudo. Requer um anti-soro monoespecifico contra a proteina sob investigacdo. As amostras
a serem comparadas sdo colocadas lado a lado em pequenos pocos ao longo da margem de um
gel de agarose que contém o anticorpo monoespecifico. De seguida as amostras sdo
submetidas a electroforese em gel de agarose, onde a interac¢do entre 0 antigénio e o
anticorpo ocorre. A medida que o antigénio comeca a sair do poco e a entrar no gel, elas vao
comegcar a interagir ligando-se as moléculas de anticorpo, comegando a haver precipitagdo do
complexo antigenio-anticorpo, a qual assume o aspecto de “rocket”, cuja altura é proporcional
ao logaritmo da concentragdo da proteina em estudo (Walker, 1996). A
IMUNOTURBIDIMETRIA baseia-se na adigdo de anticorpos anti-PCR ao soro do doente de
forma a originar complexos antigénio-anticorpo. A turvagdo produzida, decorrente da
precipitacdo dos complexos sera proporcional a concentracdo da PCR presente no soro

problema, o que permite a obtencdo de uma curva padrdo com as concentragcdes da PCR,
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atraves da leitura com recurso a um espectrofotometro. Permite a detec¢do da PCR a partir de
concentragdes tdo baixa quanto 1 ug/ml (Eckersall et al., 1991). O método de Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) para a deteccdo da PCR recorre ao método quantitativo
“sandwich”, que apresenta como principal desvantagem a sua complexidade (Eckersall,
Conner & Parton, 1989). Este teste baseia-se na utilizagdo de uma microplaca de poliestireno,
contendo pogos previamente revestidos por anticorpos anti-PCR canina. No interior de cada
po¢o em que é colocado o soro do doente, uma vez presente, o antigénio é capturado ligando-
se ao anticorpo. Em seguida € feita uma primeira lavagem, para eliminacdo de antigénios
livres, onde se adiciona um segundo anticorpo anti-PCR que se encontra acoplado a uma
enzima e que se ligard ao primeiro imuno-complexo. Finalmente, ap6s uma segunda lavagem
é adicionado um substrato cromogeénico que por ac¢ao da enzima, vai sofrer alteragdes na sua
coloracdo. A reaccdo € interrompida pela adicdo de uma solucdo STOP, a quantificacdo é feita
por leitura da densidade Optica num espectrofotometro (450nm) (Yamamoto et al., 1993a).
Por fim quanto ao METODOS DE AGLUTINAC}AO PASSIVA REVERSA EM LATEX
(RPLA), é também um método quantitativo, de fécil utilizacdo, rapido e que ndo necessita de
equipamentos sofisticados (Tagata et al., 1996). Utiliza microesferas de latex (diametro de
0,12um) revestidas por anticorpos anti-PCR canina, que sdo 1gG de coelho anti-PCR canina.
Apo6s a adigdo do soro do doente, previamente diluido, as microesferas sdo colocadas no
interior de um tubo capilar que posteriormente é centrifugado. A altura da coluna de latex
precipitado no interior do tubo permite tracar uma curva de calibracdo e determinar a
concentracdo da PCR (Tagata et al., 1996).

5.5. Factores pré-analiticos que influenciam os resultados

Os resultados obtidos para a quantificacdo da PCR podem ser influenciados/alterados por
diferentes factores como é o caso de: 1) CondicGes de armazenamento da amostra, esta
descrito que a PCR canina se mantém estavel a -10°C durante pelo menos 3 meses (Riley &
Zontine, 1972), a -20°C durante 2 meses e que ¢ inactivada quando exposta a 70°C durante 30
minutos (Dillman & Coles, 1966); 2) a preservacdo das amostras em diferentes
anticoagulantes como a heparina, o Ethylenediamine tetraacetic acid (EDTA) e o citrato
apresentam valores de PCR significativamente mais baixos apenas nas amostras preservada
em citrato (Martinez-Subiela, 2003).
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I11. Trabalho experimental

1. Objectivos

O presente estudo teve como objectivos; 1) quantificar a concentracdo da PCR no liquido
sinovial em canideos com doenca degenerativa articular utilizando um teste de ELISA
validado para quantificacdo da PCR no soro; 2) perceber se nestes doentes a PCR sérica esta
aumentada; 3) relacionar os niveis séricos da PCR com os valores obtidos no liquido sinovial;
4) relacionar os niveis séricos e sinoviais da PCR com o sexo dos individuos, presenca de dor,
condicdo corporal, exercicio fisico, alteracbes radiograficas presentes, articulacdo afectada,

contagens de leucdcitos e ainda com o inicio do aparecimento dos sinais e sintomas clinicos.

2. Material e métodos

2.1. Amostra

O estudo foi realizado numa amostra de 16 individuos (n=16) da espécie Canis familiaris,
avaliados na consulta de Ortopedia/Traumatologia do Hospital Escolar da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Técnica de Lisboa e do Centro de Medicina Veterinaria
Anjos de Assis (CMVAA) no Barreiro durante o periodo de Marco a Junho de 2013. Foi
ainda considerado um controlo. Os critérios de inclusdo do estudo foram: presenca de
claudicacdo ao exame objectivo, imagem radiogréafica associada a DDA, auséncia de doenca
concomitante e individuos com idade superior a 6 meses. O grupo controlo exigiu como
critério de inclusdo perfeito estadio higido confirmado através do exame médico objectivo e
da realizacdo de hemogramas e bioquimicas sanguineas (ureia, creatinina, glucose, ALT,
AST, FAZ e ionograma). No Anexo 2 é feita a caracterizacdo da populagdo controlo.

Foi elaborada uma ficha de registo padronizada para todos os individuos no estudo (Anexo 3).
O trabalho experimental considerou a colheita de forma asséptica e ndo dolorosa de amostras
de sangue para obtencdo de soro e liquido sinovial da articulacdo afectada (joelho 87,5%,
cotovelo 6,25% e pulso 6,25%), nos individuos doentes e no joelho nos controlos. As
amostras foram colhidas com consentimento informado dos proprietarios. Todas as amostras
foram centrifugadas a 1500 G durante 10 minutos e congeladas a -20 Graus Celcius (°C), num
tempo maximo de 30 minutos apds a sua colheita. Em cada individuo para obtencdo de soro
foi colhido para um tubo seco um volume méaximo de 2 ml de sangue periférico, por pungéo
na veia jugular, safena ou cefalica, que apés centrifugacédo foi transferido o sobrenadante para
um eppendorf. Para a obtencdo da amostra de liquido sinovial foi puncionado a cavidade
articular com agulha de 23 Gauge e aspirado o liquido sinovial num volume minimo de 0,5 ml
que apoés centrifugacdo foi transferido o sobrenadante para um eppendorf. As amostras

formam congeladas a -20°C ate a realizagdo das analises.
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Todos os individuos incluidos no estudo realizaram radiografias digitais a articulacdo afectada
nos casos dos individuos doentes e joelho no caso dos individuos controlo em duas projecgdes
(latero-lateral e crénio-caudal) para avaliagdo das alteragOes presentes. Cada imagem foi
avaliada individualmente por dois médicos veterinarios da area da radiologia, utilizando uma
tabela (Anexo 4) para padronizacdo da classificacdo da doenca degenerativa articular
presente. Ambas as classificagfes foram comparadas e ajustadas de forma consensual.

A determinacdo da concentracdo da PCR para cada amostra biologica foi conseguida
utilizando um teste de ELISA validado para soro Phase™ Range Canine C-Reactive Protein
Assay (Anexo 5), comercializado pelo laboratorio Tridelta Development Limited. A leitura da
absorvéncia final das amostras foi realizada no espectrofotometro (modelo N12648 Thermo
Labsystems IEMS MF Type 1401) num comprimento de onda de 450nm. Todas as amostras
foram realizadas em simultaneo e em duplicado, de acordo com as indicac6es do fabricante.

A andlise estatistica utilizou o recurso dos programas Microsoft Excel da Microsoft® Office
Excel 2010 e RO version 3.0.1 para o Windows da R Development Core Team, 2013. Foi
realizada a estatistica descritiva (média, mediana, madximo e minimo) para as varidveis
quantitativas, idade, peso e valores da PCR obtidos (Anexo 6). Uma vez que com a realizacdo
do teste de Shapiro-Wilk o pressuposto de normalidade das variaveis ndo se observou na
amostra, para a estatistica inferencial de comparacdo entre grupos foi utilizado o teste ndo
paramétrico de Mann-Whitney-Wilcoxon, o teste de Kruskal-Wallis e ainda o teste de
correlacdo de Spearman. O estudo considerou um nivel de significancia de 95%, ou seja para

valores de p <0,05.

3. Resultados

3.1. Caracterizacdo da amostra

A amostra é constituida por 16 animais (n=16), 7 (42,7%) machos dos quais 2 (28,6%)
castrados e 5 (71,4%) inteiros, e 9 (56,3%) fémeas das quais 3 (33,3%) castradas e 6 (66,7%)
inteiras. Com idades compreendidas entre 0s 6 meses e 0s 12 anos (média 4,5 anos) e um
intervalo de peso vivo de 1,8 a 69,1kg. O grupo controlo € constituido por 4 animais, 1 macho
(25%) e 3 fémeas (75%), com idades compreendidas entre 0s 8 meses e 1,5 anos, com
intervalo de peso vido de 3,2 a 12,5kg.
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3.2. Concentracao da PCR no soro e liquido sinovial

Os resultados obtidos através do teste de ELISA (Tabela 1 e Tabela 2) demostraram no grupo
controlo uma média da PCR seérica de 15,28+16,91 mg/l (minimo de 2,82 mg/l e maximo de
38,63 mg/l) e da PCR no liquido sinovial de 3,70£2,19 mg/l (minimo de 1,89 mg/l e méximo
de 6,51 mg/l). No grupo de estudo a média da PCR sérica foi de 3,49+2,43 mg/l (minimo de
1,95 mg/l e maximo de 11,72 mg/l) e da PCR no liquido sinovial foi de 2,22+0,59 mg/I
(minimo <1 mg/l e méximo de 3,55 mg/ml). Todos os resultados obtidos estdo dentro dos
valores de referéncia normais da PCR para o cdo (0,8-30 mg/l) (Borer, Peel, Schawalder &
Spreng, 2003; Hurter et al., 2005; Otabe et al., 1998; Yamamoto et al., 1993b; Yamamoto et
al.,1994), a excepcdo de um dos animais controlo que apresenta os niveis séricos da PCR
ligeiramente aumentados (controlo 2, Tabela 2). Para a PCR do liquido sinovial ndo existem
valores de referéncia na literatura consultada, mas aquilo que se verificou foi que a média da
PCR sinovial dos individuos controlo (3,70+2,19 mg/l) foi superior aos individuos em estudo
(2,22+0,59 mg/l).

Tabela 1 - Resultado da concentracdo da PCR do grupo em estudo.

Caso PCR-Liquido PCR- Soro
Sinovial (mg/l) (mg/l)
1 2,01 2,76
2 3,55 6,25
3 2,45 4,18
4 1,85 2,15
5 1,97 2,14
6 2,15 2,20
7 1,89 2,23
8 <1 1,95
9 2,20 3,21
10 2,35 3,17
11 1,88 2,44
12 3,25 11,72
13 2,33 2,40
14 2,47 3,00
15 2,47 3,09
16 1,78 2,90
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Tabela 2 - Resultados da concentracdo da PCR do grupo controlo.

Controlo PCR-Liquido PCR- Soro
Sinovial (mg/1) (mal/l)

1 1,89 2,82

2 2,05 38,63

3 4,36 16,86

4 6,51 2,82

Utilizando o teste de correlacdo de Spearman, verificou-se a existéncia de uma correlacéo
forte com R=0,78 entre as concentra¢cdes da PCR no soro e no liquido sinovial dos individuos
com DDA (p < 0,001) (Gréfico 1). No caso dos individuos do grupo controlo ndo se verificou
nenhuma correlacdo estatisticamente significativa entre as concentra¢es de PCR no liquido

sinovial e no soro.

Gréfico 1 - Variacdo da concentra¢do da PCR no liquido sinovial em fungdo da concentracao
da PCR nos individuos com DDA.
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3.3. Relacédo da concentracdo da PCR no soro e no liquido sinovial nos individuos com DDA
e 0 género/sexo

Muito embora os valores médios obtidos no soro (3,98+3,43 mg/l) e no liquido sinovial
(2,32£0,48 mg/l) dos individuos do sexo masculino sejam superiores aos obtidos nos

individuos do sexo feminino (3,11+1,37 mg/l para o soro e 2,15+0,68 mg/l para o liquido
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sinovial) (Tabela 3), ndo foi encontrada nenhuma relacéo estatisticamente significativa entre
género do individuo e a concentracdo da PCR sérica (p=0,68) e sinovial (p=0.75) (para
p<0,05).

Tabela 3- Concentracdo da PCR em funcéo do género, nos individuos com DDA.

Género Estado PCR-Liquido Sinovial PCR-Soro
Média (+ desvio padrao) Média (xdesvio padrao)
(mg/l) (mg/l)
Inteiros 2,32+0,58 4,5314,03
Machos
Castrados 2,31+0,60 2,60+0,57
2,32+0,48 3,98+3,43
Inteiras 2,17+0,84 3,13+1,12
Fémeas
Castradas 2,11+0,29 3,06£1,01
2,15+0,68 3,11+1,37

3.4. Relacdo da concentracdo da PCR no soro e no liquido sinovial dos individuos com DDA
e a presenca de dor

O estudo permitiu verificar a presenca de uma diferenca estatisticamente significativa
(p=0,01) entre a concentracdo da PCR sérica em funcdo da presenca de dor (Gréafico 2). A
concentracdo da PCR média foi superior nos individuos com dor (4,16+2,90 mg/l)
relativamente aqueles que ndo apresentavam sinais algicos (2,37+0,41 mg/l). No caso da PCR
no liquido sinovial também foi possivel verificar que as concentracbes médias foram mais
elevadas nos individuos que apresentavam dor (2,42+0,58 mg/l) relativamente aos que nao a
exibiam (1,91+0,49 mg/l) (Tabela 4). Contudo esta diferenca ndo foi estatisticamente
significativa pois p=0.18, para um p <0,05.

Relativamente aos individuos que apresentavam dor, verificou-se que 0s que apresentavam
um quadro algico facil de demonstrar revelaram um valor médio da PCR sérica de 5,21+1,46
mg/l superior aos individuos em que a dor ndo era facil de evidenciar, com um valor de
3,90£3,18 mg/l. No entanto esta diferenca ndo foi estatisticamente significativas pois p=0.46,

para p <0,05.
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Gréafico 2 - Variagdo da concentracdo da PCR no soro dos individuos com DDA em fungéo da

presenca de dor.
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Tabela 4 - Concentracdo da PCR em funcdo da presenca de dor, nos individuos com DDA.

PCR-Liquido Sinovial PCR-Soro
Meédia (xdesvio padrdo) Média (xdesvio padréo)
(mg/l) (mg/l)
Dor (62,5%) 2,42+0,58 4,16+2,90
Auséncia de dor (37,5%) 1,91+0,49 2,37+£0,41

3.5. Relacdo da concentracdo da PCR no soro e no liquido sinovial dos individuos com DDA
e os sinais radiografica da DDA na articulacdo afectada

Foi possivel classificar as alteracBes articulares presentes assim como estabelecer 0s seus
graus, obtendo-se 0s seguintes resultados quanto as frequéncias relativas: grau 4 (12,5%),
grau 3 (31,25%), grau 2 (31,25%), grau 1 (18,75%) e grau 0 (6,25%). Para cada grau
considerado calcularam-se as seguintes médias da PCR sendo que para o grau 4 a média da
PCR seérica foi de 4,20+2,90 mg/l e 2,70+1,21mg/l da PCR sinovial, no grau 3 a média de
PCR sérica foi de 4,70+4,00 mg/l e 2,25+0,62 mg/l da PCR sinovial, no grau 2 a média da
PCR sérica foi de 2,80+0,50 mg/l e 2,27+0,19 mg/l da PCR sinovial, no grau 1 a média da
PCR sérica foi de 2,38+0,55 mg/l e 1,87+0,77 mg/l da PCR sinovial e no grau 0 em que

apenas foi registado um caso, a concentracdo da PCR sérica obtida foi de 2,76 mg/l e a
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sinovial foi de 2,01 mg/l (Tabela 5). Apesar dos graus mais elevados (3 e 4) apresentarem
médias mais elevadas da PCR, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre a concentracdo de PCR no soro (p=0.68) e liquido sinovial (p=0.90)

relativamente a classificacao radiografica da articulacao.

Tabela 5- Concentracdo da PCR em funcdo da classificacédo radiografica, nos individuos com
DDA.

Classificagdo radiografica PCR-Liquido Sinovial PCR-Soro

da articulacdo Média (xdesvio padrao) Média (xdesvio padrao)
(mg/1) (mg/1)

Grau 0 (12,5%) 2,01 2,76

Grau 1 (18,75%) 1,87+0,77 2,38+0,55

Grau 2 (31,25%) 2,27+0,19 2,80+0,50

Grau 3 (31,25%) 2,25+0,62 4,70+4,00

Grau 4 (12,5%) 2,70+1,21 4,20+2,90

3.6. Relacdo da concentracdo da PCR no soro e no liquido sinovial dos individuos com DDA
e a condicéo corporal e a actividade fisica.

Os individuos foram classificados através da observacao da sua condicdo corporal, utilizando
a classificacdo de Laflamme (1997) (Anexo7), em 2 grupos, 0os obesos e 0s com condi¢do
corporal normal. Os individuos obesos representam 37,5% da amostra e apresentam uma
média da PCR no soro de 2,98+0,74 mg/l e no liquido sinovial de 2,14+0,26 mg/l. Os
individuos com uma condicdo corporal normal representam 62,5% da amostra e apresentam
uma média da PCR sérica de 3,79+3,05 mg/l e da sinovial 2,28+0,26 mg/l (Tabela 6). N&do
foram encontradas diferencas estatisticamente significativas entre a concentracdo da PCR no

soro (p=0.47) e liquido sinovial (p = 0.57), relativamente a condicéo corporal.

Tabela 6- Concentracdo da PCR em funcéo da condicao corporal, nos individuos com DDA.

Condicao PCR-Liquido Sinovial PCR-Soro

Corporal Média (xdesvio padrdo) Meédia (xdesvio padrao)
(mg/l) (mag/l)

Normal (62,5%) 2,28+0,26 3,79+3,05

Obesos (37,5%) 2,14+0,26 2,98+0,74
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Relativamente a actividade fisica os individuos foram classificados como activos, 56,3% da
amostra exibindo uma média da PCR sérica de 3,87£3,22 mg/l e de 2,26+0,77 mg/l da PCR
do liquido sinovial; os restantes 43,7% foram classificados como sedentarios os quais
apresentam uma concentracdo média da PCR sérica de 3,00£0,67mg/l e de PCR sinovial de
2,18+0,27 mg/l. No entanto estas diferencas encontradas na concentracdo da PCR no soro
(p=0.50) e no liquido sinovial (p=0.98) em relacédo a actividade fisica ndo sdo estatisticamente

significativas.

Tabela 7 - Concentracdo da PCR em funcéo da actividade fisica, nos individuos com DDA.

Actividade fisica PCR-Liquido Sinovial PCR-Soro
Meédia (xdesvio padrdo) Meédia (xdesvio padréo)
(mg/l) (ma/l)
Activos (56,3%) 2,26+0,77 3,87+3,22
Sedentérios (43,7%) 2,18+0,27 3,00+0,67

3.7. Relacdo da concentracdo da PCR no soro e no liquido sinovial dos individuos com DDA
com a articulacédo afectada

A articulacdo mais afectada na amostra estudada foi o joelho com uma frequéncia relativa de
87,5%, seguida de igual modo pelo cotovelo e articulacdo carpo-radial com um valor de
6,25%. A PCR sérica apresentou uma média de 3,38+ 2,43 mg/l no joelho, de 6,25 mg/l no
cotovelo e de 2,15 mg/l no pulso (no estudo apenas se registou 1 individuo com DDA em
cada uma destas duas ultimas articulacdes, razdo pela qual os valores aqui apresentados
corresponderem a valores absolutos). Para a PCR sinovial os resultados obtidos foram de
2,15+ 0,49 mg/l no joelho, 3,55 mg/l no cotovelo e 1,85 mg/l no pulso (Tabela 8). Nao foram
encontradas diferencas estatisticamente significativas entre estes valores de PCR e o tipo de
articulacdo, quer na PCR sérica p = 0.20, quer na PCR sinovial p = 0.14, para p < 0,05.

Tabela 8 - Concentracdo da PCR em funcdo da articulacéo afecta.

Avrticulacéo PCR-Soro PCR-Liquido Sinovial
afectada Média (xdesvio padrdo) Média (xdesvio padrao)
(mg/l) (mg/1)
Joelho (87,5%) 3,38+ 2,43 2,15+ 0,49
Cotovelo (6,25%) 6,25 3,55
Pulso (6,25%) 2,15 1,85
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3.8. Relacgéo da concentracdo da PCR no soro e no liquido sinovial de individuos com DDA e
o inicio dos sinais clinicos

No estudo os doentes foram agrupados em 5 grupos, consoante a informacgédo obtida com a
historia clinica relativamente ao inicio dos sinais clinicos. Os resultados obtidos foram os
seguintes: para individuos com aparecimento dos sinais clinicos num periodo inferior a 1
semana, a média da PCR sérica foi de 3,04+0,20 mg/l e de 2,01+0,40 mg/l na PCR sinovial;
entre 1 a 2 semanas a média da PCR sérica foi de 6,91+4,52 mg/l e de 2,94+0,82 mg/l na PCR
sinovial; entre 2 a 3 semanas a média da PCR sérica foi de 2,33+0,16 mg/l e de 2,06+0,24
mg/l na PCR sinovial; entre 3 a 4 semanas a média da PCR sérica foi de 2,46+0,66 mg/l e de
1,70+0,62 mg/l na PCR sinovial e em individuos que apresentaram os sinais clinicos até ha 8
semanas a média da PCR sérica foi de 2,61+0,50 mg/l e de 2,24+0,30 mg/l na PCR sinovial
(Tabela 9). Nédo foi encontrada nenhuma correlacdo estatisticamente significativa entre o
inicio dos sinais clinicos e as concentracdes médias da PCR no soro (p=0,13) e no liquido

sinovial (p=0,76).

Tabela 9 - Concentracdo da PCR em func¢éo do inicio dos sinais clinicos.

Inicio dos sinais clinicos PCR-Liquido Sinovial PCR-Soro

Média (+desvio padrdo) Média (xdesvio padrao)

(mg/l) (mg/l)
<1 semana (13,3%) 2,07+0,40 3,04+0,20
1 — 2 semanas (20%) 2,94+0,82 6,91+4,52
2 — 3 semanas (20%) 2,0610,24 2,33+0,16
3 -4 semanas (20%) 1,70+0,62 2,4620,66
4 — 8 semanas (26,6%) 2,24+0,30 2,61+0,50

3.9. Relagéo da concentracdo da PCR no soro e no liquido sinovial de individuos com DDA e
a contagem de leucdcitos

Dos resultados obtidos foi possivel verificar que 5 dos individuos com DDA apresentavam
leucocitose (Tabela 10) e que em todos os individuos do grupo controlo as contagens de
leucocitos estdo dentro dos valores de referéncia (Tabela 11).
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Tabela 10 - Contagem de leucdécitos dos individuos com DDA.

Caso Leucdcitos (x10*/pul)
(referéncia 6,0-17,0)

7,62
8,55
10.2
NA
NA
NA
NA
NA
NA
22,4
11 21,0
12 25,4
13 NA
14 17,0
15 23,7
16 23,8

© 00 ~N o o b~ W N -
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Legenda: NA — indeterminado

Tabela 11 - Contagem de leucdécitos dos individuos da amostra controlo.

Controlo  Leucdcitos (x10*/pul)
(referéncia 6,0-17,0)

11,0
12,8
8,0
16,3

A W N -

Utilizando o teste de correlacdo de Sperman, ndo foi possivel encontrar nenhuma correlagdo
estatisticamente significativa entre a concentragdo da PCR no soro (R= -0.39, e p=0,26) e no
liquido sinovial (R= -0.35, e p=0.33), com a contagem de leucdcitos nos individuos com
DDA.
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4. Discussao

No presente estudo foi possivel detectar e quantificar a presenca da PCR no liquido sinovial
utilizando um teste de ELISA Phase™ Range Canine C-Reactive Protein Assay,
comercializado pelo laboratorio Tridelta Development Limited validado para a deteccdo e
quantificacdo da PCR sérica. O que esta de acordo com a publicacdo efectuada durante a
realizacdo deste estudo de Bennett et al (2013). Considerando que o pilar do estudo assentou
na utilizacdo de um teste de ELISA de anticorpos anti-PCR canina para amostra bioldgica
sérica, seria pois facil de inferir que a negatividade do teste poderia estar associada a 3
condicBes: 1) auséncia da PCR no liquido sinovial, 2) presenca no liquido sinovial de algum
constituinte molecular que impedisse a ligacdo do anticorpo anti-PCR as moléculas da PCR
e/ou 3) que a sensibilidade, ou seja o limite inferior de deteccdo do teste fosse superior aos
niveis da PCR presente no liquido sinovial.

Ao contrério da Medicina Humana em que os individuos com doenca degenerativa articular
(DDA) apresentam niveis séricos da PCR ligeiramente elevados comparativamente com
individuos saudaveis (Pearle et al., 2007), neste estudo os niveis da PCR sérica dos individuos
com DDA ndo variam em relacdo aos valores da PCR sérica em individuos saudaveis (0,8-30
mg/l), contudo o valor médio obtido com o estudo de 3,49+2,43 mg/l é inferior
comparativamente ao valor obtido num outro estudo realizado por Hurter et al (2005) numa
amostra de 67 cdes com DDA e onde a média da PCR sérica obtida foi de 9,3+1,2 mg/I.
Considerando que ndo existem na literatura consultada valores de referéncia para a
concentracdo da PCR no liquido sinovial foi neste estudo considerado um grupo controlo
constituido por individuos saudaveis, sem doenca de base aparente, baseado no exame médico
objectivo e avaliacdo laboratorial de hemograma e bioquimicas sanguineas (ureia, creatinina,
glucose, ALT, AST, FAS e ionograma), de modo a quantificar os valores normais para a PCR
sinovial. No entanto, o facto deste grupo ter um ndmero reduzido se individuos (n=4) podera
ter influenciado os resultados obtidos. Na realidade, interessantemente verificou-se que as
maiores concentracdes da PCR foram obtidas em 2 individuos deste grupo controlo, sendo
que em um deles a concentracdo da PCR sérica foi mesmo 28,8% superior ao valor de
referéncia superior. E sabido que a PCR é uma proteina sensivel e que se caracteriza por
sofrer um aumento rapido em cerca de 4 horas (Caspi et al., 1984) apds o aparecimento do
estimulo, precedendo em muito o aumento da contagem dos leucdcitos circulantes
(Yamamoto et al., 1993b). No entanto é pouco especifica (varios factores contribuem para o
seu aumento) (Eckersall & Conner, 1988; Yamamoto et al., 1993b). Considerando todos estes

factores este aumento pode ser justificado como sendo um valor fisiologico para este
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individuo, ja que o mesmo foi novamente avaliado ao final de 48 h, 8 dias e 16 dias ap0s a
colheita da amostra e continuava a apresentar um bom estado clinico.

Tal como no estudo de Bennett et al., (2013), também no presente estudo foi possivel verificar
que a concentracdo da PCR no liquido sinovial foi inferior a concentracdo da PCR no soro em
todos os individuos, excepto num individuo do grupo controlo. O que esta de acordo com o
que se verifica em Medicina Humana, onde na grande maioria dos individuos com doencas
articulares (degenerativas e outras) apresentam niveis da PCR no liquido sinovial inferiores
aos niveis da PCR sérica (Catterall, Stabler, Flannery & Kraus, 2010; Rowe, Sheldon, Riches
& Keat, 1987). Tal condicdo pode ser explicada pelo facto da PCR, principalmente sintetizada
a nivel hepético e depois langada na corrente sanguinea ter alguma dificuldade em alcancar
posteriormente o liquido sinovial devido ao seu peso molecular. Muitas das proteinas
presentes no plasma e que apresentam uma concentra reduzida no liquido sinovial tém em
comum o seu elevado peso molecular (Kushner & Somerville, 1971). Assim a correlacdo
verificada entre a concentragdo da PCR sérica e a PCR sinovial pode estar associada a
dificuldade na sua passagem para o interior da articulacdo, ndo sendo contudo possivel excluir
a possibilidade de existir degradacdo intra-articular desta. De acordo com o considerado, é
assim possivel pensar que quanto aos valores da PCR no individuo 4 do grupo controlo
(apresenta maior concentracdo da PCR no liquido sinovial relativamente ao soro) eles podem
resultar de uma troca na identificagdo das amostras.

Embora os valores obtidos da PCR no soro e no liquido sinovial dos individuos do sexo
masculino sejam superiores aos dos individuos do sexo feminino, ndo foi encontrada
nenhuma relagdo estatisticamente significativa entre eles, de lembrar que de acordo com a
literatura consultada ndo existe relacdo entre as concentracdes da PCR e o género dos
individuos (Kuribayashi et al., 2003; Yamamoto et al., 1994).

A dor é um dos 5 sinais cardinais da inflamacdo. As citoquinas pré-inflamatorias alem de
contribuirem para o inicio e manutencdo do processo inflamat6rio, exercem também uma
influéncia consideravel sobre o0s nociceptores, estimulando-os directamente e aumentado a sua
sensibilidade (Mich & Hellyer, 2010), resultando numa sensibiliza¢do periférica que conduz a
uma situacdo de hiperalgesia na qual existe uma resposta aumentada aos estimulos dolorosos,
explicando assim a existéncia de dor na condigdo de DDA. Como referido, na DDA verifica-
se um aumento das citoquinas pro-inflamatorias, sendo as mais expressivas a IL-1, IL-6 e 0
TNF-o que podem estimular directamente ou indirectamente (através da libertacdo de
prostaglandinas) os nociceptores (Mich & Hellyer, 2010). E assim de esperar que a individuos
com niveis mais elevados da PCR sérica correspondam também individuos com maiores

estadios de dor. O que estd de acordo com o presente estudo, em que os individuos que
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apresentaram dor articular sdo também 0s que apresentaram maiores concentracdes da PCR
sérica e sinovial. Ainda em relacdo a dor, o estudo considerou a facilidade com que os
individuos manifestavam a condigdo algica, verificando-se que nos individuos que
apresentavam dor mais facil de elicitar a média da concentracdo da PCR sérica (5,21+1,46
mg/l) foi superior a encontrada nos individuos em que a dor ndo era facil de elicitar
(3,46£3,25 mg/l); o que esta de acordo com o facto de a uma condigdo de dor esteja associada
um maior processo inflamatdrio, contudo esta diferenca nao foi estatisticamente significativa.
Relativamente a relacdo entre as alteracdes radiograficas e as concentracdes sérica e sinovial
da PCR verificou-se com o estudo que os individuos com imagens articulares classificadas
radiograficamente com um maior grau de DDA (nomeadamente os graus 3 e 4) apresentaram
maiores concentracbes da PCR sérica e sinovial, comparativamente aos individuos com
menores graus de DDA, muito embora os resultados ndo sejam estatisticamente significativos
(para isso contribuiu o facto de o numero de individuos classificado em cada grau ser
reduzido), eles correspondem ao esperado, ja que a graus mais elevados de DDA estdo
associados processos inflamatdrios de caracter crénico e mais intensos, com niveis esperados
da PCR mais elevados. De acordo com a classificacdo da DDA considerada no estudo, a
niveis mais elevados de DDA corresponde uma maior perda de cartilagem articular e maior
lesdo de osso subcondral, associando-se tal facto a producdo de maiores quantidades de IL-1,
IL-6 e TNF-a, responsaveis pela estimulagdo da producdo da PCR. O facto da lesdo atingir o
0ss0 subcondral, também pode contribuir para 0 aumento da resposta inflamatoria presente no
local (Schulz, 2008), ja que a cartilagem articular é avascular, condicdo que limita a resposta
inflamatoria, sendo que todas as células inflamatdrias passam do plasma sanguineo para o
liquido sinovial ao nivel da membrana sinovial e posteriormente desta por difusdo para a
cartilagem articular. Quando a lesdo atinge o 0sso subcondral, como este é vascularizado
existe uma maior contribuicdo para um processo inflamatério mais intenso.

Interessa referir o caso particular do individuo do grupo estudo, ao qual foi diagnosticado
luxacdo medial de patela grau Ill, sem apresentar qualquer alteracdo na articulacdo a nivel
radiogréafico, sendo por isso classificado com o Grau 0. A sua inclusdo no estudo, justifica-se
pela tentativa de avaliar as concentracbes da PCR no soro e no liquido sinovial, num
individuo que ainda nédo apresentava alteracdes radiograficas, permitindo a sua comparagéo
com os restantes. De acordo com os resultados obtidos, o individuo em causa apresenta
valores da PCR no soro e no liquido sinovial bastante proximos aos individuos classificados
comgrau 1l e 2 de DDA.

Uma das recomendagdes no maneio terapéutico do doente com DDA é o controlo do seu peso

corporal (Bennett, 2010a), de forma a diminuir a carga suportada pela(s) articulacdo(des)
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afectada(s) e consequentemente diminuir assim os sinais clinicos exibidos. De igual modo, é
de supor que em individuos com excesso de peso as suas articulacbes estejam sujeitas a
maiores cargas 0 que contribui para o desenvolvimento de DDA através da lesdo mecénica da
cartilagem articular, de recordar que a maioria dos individuos que apresentam leséo articular,
nomeadamente DDA apresentam peso acima do normal (Piermattei et al., 2006) Com o
estudo observou-se que os individuos classificados com condicdo corporal normal
apresentaram maiores concentragcdes médias da PCR sérica e sinovial, do que os individuos
obesos. A actividade fisica € um outro factor importante na contribuicdo do aparecimento e
evolucdo da DDA. O tipo e a quantidade de exercicio, especialmente desenvolvido em pisos
duros contribui em muito para a sobrecarga das articulagdes e consequente lesdo articular e de
igual modo para a limitagdo ou imobilidade da articulagdo afectada (Bullough, 2007). Nos
individuos com DDA, o exercicio € mesmo peca fundamental para a sua evolucdo, pois além
de permitir um controlo do peso do individuo, proporciona a manutencdo da tonicidade
muscular, impedindo assim a flacidez, a qual contribui para o inicio de um ciclo vicioso em
que o individuo por ndo ter forca muscular ndo se movimenta, aumentando de peso,
induzindo uma sobrecarga articular que por sua vez associada ao aparecimento de outros
sinais clinicos, entre eles a dor, os quais provocam um desincentivo da actividade fisica,
aumentando ainda mais a perda de massa muscular e assim por diante. Os individuos do
estudo foram classificados em activos ou sedentérios de acordo com a opinido dos donos para
a actividade e fisica de cada um. Os resultados obtidos ndo permitiram encontrar diferencas
estatisticamente significativas entre a concentracdo da PCR no soro e no liquido sinovial
relativamente a actividade fisica dos individuos.

E sabido que existe uma correlagio, embora relativamente fraca entre os niveis da PCR sérica
e 0 numero de leucocitos (Cerdn et al., 2005; Filiz, Kriz, Merin & Kriz, 2009 Ohno et
al.,2006). Individuos com aumentos no numero de leucOcitos apresentam niveis
significativamente também elevados da PCR sérica, no entanto no presente estudo ndo se
observou uma relacéo estatisticamente significativa.

Neste estudo foi possivel verificar que 5 individuos doentes exibiam leucocitose, sem contudo
se verificar um aumento dos niveis da PCR sérica. Tal facto pode ser explicado, estando
associado ao tempo de semi-vida reduzido que a PCR apresenta, diminuindo mais
rapidamente a sua contagem do que os leucocitos circulantes periféricos (Yamamoto et al.,
1993b). Tal condicdo vem apoiar a questdo de que a DDA é uma doenga articular ndo
inflamatdria, ou melhor, onde a expressividade inflamat6ria ocorre apenas localmente sendo
pois limitada no espago, e sem repercussoes sistémicas. Podendo a leucocitose reflectir outras

lesBes ou inflamagdes anterior a esta lesdo ja debeladas. Seria talvez interessante, nos casos
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onde se registaram as leucocitoses que se realizasse a contagem de leucdcitos no liquido
sinovial da articulacdo afectada, para melhor compreender uma possivel relacdo entre
leuctcitos periféricos e intra-articulares. E um factor importante a considerar que, todos os
doentes que integraram o presente estudo, foram referenciados para a consulta de Ortopedia e
Traumatologia com periodos de evolugdo da condicdo clinica variaveis, assim como com uma
historia clinica de utilizacdo de terapéutica prévia diferenciada, na sua grande maioria anti-
inflamatorios ndo esterdides (AINES). Embora seja conhecido que os AINES ndo bloqueiam
directamente a producdo de IL-6 e que por isso, podem ndo influenciar relevantemente a
variacdo da concentracdo da PCR (Borer et al., 2003) alguns dos doentes estiveram sujeitos a
politerapia, nem sempre conseguida identificar na sua totalidade.

O facto de ndo se ter registado diferencas estatisticamente significativas entre as
concentracdes da PCR sérica e sinovial e o inicio dos sinais clinicos, podera estar também
relacionado com o tipo de vigilancia ou percepcao por parte dos proprietarios dos individuos e
a capacidade ou facilidade em reconhecerem a condicdo clinica alterada do seu animal. E
conhecido que ap6s a eliminacdo do estimulo doloroso, os niveis da PCR voltam aos valores
normais em 1-2 semanas (Ablij & Meinders, 2002; Clyne & Olshaker, 1999). Neste estudo
apenas num doente as amostra bioldgicas foram colhidas relativamente préximo ao inicio dos

sinais clinicos (as 72 h).

Com a realizacdo deste estudo foi possivel concluir: 1) o presente estudo, tal como o estudo
de Bennett et al., (2013) permitiu quantificar a concentracdo da PCR no liquido sinovial
utilizando um teste de ELISA previamente validado e utilizado comercialmente para
determinacdo da PCR sérica (Phase™ Range Canine C-Reactive Protein Assay, do
laboratdrio Tridelta Development Limited), 2) existe uma correlacdo entre os niveis da PCR
no soro e os niveis da PCR no liquido sinovial, apresentando as menores concentracdes neste
ultimo, 3) individuos com DDA apresentam concentragdes séricas de PCR dentro dos valores
de referéncia, 4) individuos com maior grau de dor apresentam maiores concentracdes da
PCR sérica.

Este é um estudo preliminar para estudar melhor as variagGes e relacdes da PCR sérica e
sinovial em individuos com DDA havendo necessidade de dar continuidade ao mesmo,
alargando o tamanho da amostra de modo a entender melhor algumas relagdes que ficaram em
registo e para as quais ndo foi possivel estabelecer relacdes estatisticamente significativas. E o
caso de: 1) individuos com dor facil de elicitar apresentam concentragdes da PCR sérica e

sinovial mais elevadas, 2) alteracbes radiograficas mais exuberantes classificadas com
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maiores graus (3 e 4) correspondem concentra¢@es mais elevadas da PCR sérica e sinovial, 3)

avaliacdo da concentracdo da PCR sérica e sinovial de acordo com o inicio dos sinais clinicos.
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V. Anexos

Anexo 1- Estatistica descritiva da casuistica avaliada durante o estdgio curricular realizado no
Hospital Escolar da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Técnica de Lisboa,
no periodo relativo a Setembro de 2012 até Fevereiro de 2013.

Gréfico 3 - Frequéncia relativa (%) das diferentes espécies animais na area da Medicina
Interna.

M Canideos

— iil ’ M Felideos

i Exoticos

Gréfico 4 - Frequéncia relativa (%) dos casos clinicos acompanhados nas areas de Medicina
Preventiva, Patologia Médica e Patologia Cirurgica.
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Grafico 5 - Frequéncias relativas (%) dos casos acompanhados nas diferentes areas da
Patologia Médica.
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Gréfico 6 - Frequéncia relativa (%) das espécies animais acompanhadas nas consultas de
Ortopedia e Traumatologia.
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Gréfico 7 - Frequéncias relativas (%) dos casos acompanhados nas Consultas de Ortopedia e
Traumatologia.
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Gréfico 8 - Frequéncias relativas (%) referentes a casuistica acompanhada em Cirurgia.
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Gréfico 9 - Frequéncias relativas (%) referentes a casuistica acompanhada em Cirdrgica, por
espécie.
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Anexo 2 - Caracterizagdo do grupo estudo e controlo.

Tabela 12 - Caracterizagdo do grupo em estudo.

Caso

10

11

12

13
14
15

16

Raca

Indefinida
Pastor alemédo

Caniche

Pastor Belga

Dogue Alemao
Beagle
Weimaraner
Bulldog Inglés

Golden Retriver

Labrador Retriver

Indefenida

Labrador Retriver

Indefenida
Pincher Miniatura
Indefenida

Indefenida

Sexo

FC

FC

MC

FC

Idade

2 anos
6 meses

8 anos

4 anos

5 anos
2 anos
3 anos
3 anos

5 anos

7 anos

6 anos

8 anos

6 anos
2 anos
4 anos

12 anos

Condigéo

Corporal

Normal
Normal

Obeso

Normal

Normal
Obeso
Obeso
Normal

Obeso

Obeso

Normal

Normal

Normal
Normal
Normal

Obeso

Peso
(kg)

25

69,1
15,8

8,7

23

17

18

12

Funcéo

Companhia
Companhia

Companhia

Trabalho

Companhia
Companhia
Companhia
Companhia
NA

Companhia
/Guarda

Companhia

Companhia

Companhia
Companhia
Companhia

Companhia

Exercicio

Activo
Activo

Sedentario

Activo

Activo
Sedentério
Sedentério
Activo

NA

Sedentario

Activo

Activo

Activo
Activo
Sedentario

Sedentario

Animal
de:

Interior
Interior

Interior

Exterior

Exterior
Interior
Interior
Interior

Interior

Exterior

Exterior/

Interior

Exterior/

Interior

Interior
Interior
Interior

Interior
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Articulacéo

afectada

Joelho esquerdo
Cotovelo direito

Joelho esquerdo

Radiocérpica direita

Joelho direito
Joelho direito
Joelho direito
Joelho direito

Joelho direito

Joelho esquerdo

Joelho direito

Joelho direito

Joelho direito
Joelho esquerdo
Joelho esquerdo

Joelho direito

Causa

primaria

LMP
NUPA
RLCA

Fractura e

luxagdo
NA
RLCA
RLCA
LMP
RLCA

RLCA

RLCA

RLCA

RLCA
LMP
RLCA

RLCA

Dor

Sim
Sim

N&o

Sim
Néao

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Manifestacéo
evidente de

dor

Néo

Néo

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Inicio dos sinais
clinicos

(semanas)

NA

0,5

Classificagdo

Radiografica



Tabela 13 - Caracterizacdo do grupo controlo.

Controlo  Raca Sexo ldade Condicéo Peso (kg) Funcéo Exercicio  Animal de: Classificacao
Corporal Radiografica

1 Bulldog Francés M 8 meses  Normal 12,5 Companhia ~ NA Interior 0

2 Spitz F 1ano Normal 4,3 Companhia  Activo Interior 0

3 Caniche F 1,2anos  Normal 6 Companhia  Activo Interior 0

4 Yorkshier F 1,5anos  Normal 3,2 Companhia  Activo Interior 0

Legenda Anexo 3:

F — Fémea; FC — Fémea Castrada; M — Macho; MF — Macho Castrado; NA — indeterminado, LMP — Luxagdo Medial de Patela, NUPA — Néao Unido do Processo Ancdneo, RLCA — Ruptura de Ligamento Cruzado Anterior
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Anexo 3 - Ficha de caracterizacdo dos doentes.

Ficha de Registo de Dados para o Estudo de Variabilidade de Proteina C-Reactiva em
Canideos com Doenca Degenerativa Articular

Caracterizacdo do Maneio
Fungdo: Companhia / Guarda / Trabalho  Exercicio: Activo/ Sedentario N2 de horas de exercicio/dia;___h

Animal de: Exterior / Interior Alimentacdo: Caseira/ Comercial Qual?

Caracterizacdo do Doente

Doente n? Local: Data: S 2013
Mome: Proprietario: Contacto:
Raca: Sexo: M/F/MC/FC Idade: anos Peso: Kg Condicdo corporal: Obeso/Maormal/Magro

Caracterizacdo Clinica

Doencas de Base: Mao / S5im Quais?:

Articulacdo afectada: Inicio dos sinais clinicos: Agudo (Traumatica?)/ Progressiva

Sinais/sintomas clinicos;

Dor ao exame: Sim/ MNio Facil de elicitar: Sim / Nao

Terapéutica previa a consulta: Nao / Sim Qual?:

Prescricdo Médica: Mo / Sim Qual?:

Inicio da Terapéutica: Resposta a Terapéutica: Boa / Mediana /Menhuma

Exames Complementares

Sinais ao Rx:

Classificac3o Radiografica:

Diagnadstico:

Valores de Proteina C-Reactiva:

Soro: Liguido Sinovial:
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Anexo 4 - Classificacdo radiografica dos doentes com DDA.
Tabela 14 - Gradacdo da DDA (adaptada da classificacdo Brunnberg, 1987).

Grau

0

Classificacéo

Nulo

Duvidoso

Leve

Moderado

Severo

Caracteristicas
Sem sinais de Osteoartrose.
Questionavel diminuigdo do espago articular e possivel labiacdo
osteofitaria.
Presenca de ostedfitos e diminuicao duvidosa do espaco articular.
Diminuicao do espaco articular, osteofitos, certo grau de esclerose e
eventual deformidade dssea.
Grandes osteofitos, marcada diminuicdo do espaco articular, nitida

esclerose subcondral e deformidades 6sseas.
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Anexo 5 - Protocolo utilizado para determinar a concentracdo da proteina C reactiva sérica
através do método ELISA.

AA

"PHASE" ™ EIA Canine CRP Assay Cat No. TP-803

Imtended use

The actvation of the body's immune system-medisted defence mechanisms is termed the acute
phase response. Activation can ococur due to infections, inflammation, tissus injury, neoplastic
growrth or immunclogicsl disorders. This assay is designed to detect the acute phase protein, G-
Reactive profein, from the serum of dogs.

Note: This product is for research purposes oniy.
Introduction

C-RAeactive Protein is one of the family of acute phase proteins found in the blood of both humans
and animals. Under normal conditions it is found in low levels in the blood but can incresse
sagnificantly in response to inflammatory conditions, infections and other disease states where
fissue necrosis oocurs, and therefore provides a highly sensitive indicator for these conditions.

B inci

The Tridefta Phase™ range canine CRP kit i a solid phase sandwich Immunoassay. Samples,
inchuding calbrators of known CRP content bind to coated microwslls. After washing o remove
amy unbound material the HRP labsled Anti-canine-CRP antibody is added to sach well. After
again washing to remove any unbound matenal TMB substrate solution is added. The intensity of
the colour produced s proportional to the concentration of CRP present in the original specamen.

Components Supplisd

1. Coated microplats 1 x 56 well plate

2. C-Aeactive protein calbrator 1 x 1.5ml (Ready to use)
3. Standard’sample diluent buffer 1 x 50ml (20 concentrate)
4. Anticanine CRP Conjugate 1 x 11ml (Ready to uss)

5. Wash concentrate 1% 50ml (20 concentrate)

6. TME Substrate 1x 11ml (Ready to uss}

7. Stopsolution 1x 11ml (Ready to uss)

8. Information leaflst 1

Additional materials reguired

1. Serum collection eguipment.

2. Microtiter plate reader capable of measurement at 450nm with reference at B30nm i
available.

3. Accurate micropipeties and disposable tips to deliver 0-10wl, 20-200w! and 200- 1000,

4. A rep=st or multichannel pipstte (50-200ul) for large assays.

5. Deionized or distilled HoO.

6. Plate washer {automated or manual).

7. Graph paper: Standard or semi-log.

8. Glass or plastic test tubes.

9. Absorbent paper towels

10, 86 well dust plate cover.

11. 37°C incubator.

12. Timer

Storage and Stability
The kit components are stable when stored at 2-8°C until the expiry date indicated on the kit labal.
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Safety

=  MNewver pipstte by mouth.

Wear disposable latex gloves and eye protection where appropriate.

=  The stop solution and TMB substrate contain reagents that may irrtate the skin or mucous
membranes. Any reagent, which comes into contact with the skin, should be washed off with
wiater immediatsly.

Sample Preparation
Samples

Specimens should be collected by venipuncture into semum collection tubss. Blood samples may
be kept for up o 24 hours before separation of serum. However, it is best to remove semum from
the clot as soon as possible after collection. In general, senum may be stored at 2-8°C for up to 24
hours or stored frozen at —20°C for longer periods without loss of CRP. | is important that all
refrigerated samples are browght to room temperature and mixed to assure accurate
datermination of the CRP concentration.

All samples should be diluted 1:500 in sample diluent buffer {1z} prior to assay by additon of 10ul
of eample to 5.0 ml diluent bufer (1x).

Do not use grossly haesmolysed or lipsemic samples

Reagent Pre paration
Diluent Bufier {1x)

Dilute 1 volume of diluent buffer concentrate (20k) with 19 volumes of distilled water. Store both
the diluent buffer concentrate and working diluent buffer (1z) in the refrigerator. Diluted dilusnd
butfar iz stable for up to 2 weeks when stored at 4°C.

Wash Bufier (1x)

Cilutz 1 volume of wash buffer concentrate (20k) with 19 volumes of distilled water. Store both the
wiash buffer concentrate and working wash buffer (1x) in the refrigerator. Diluted wash solution s
stable for up to 2 wesks when stored at 4°C.

Calibration curve preparation

Label 6 tubes C1 to CE. To prepare the top calibrator, add 250ul of the calibrator supplied with the
kit to tubs C1 (see table 1). Add 250ul 1x diluent bufier to each of the remaining tubes (C2-C8) as
directad in table 1 The top calibrator is serially diluted 4 times (tubes G2 o0 C5) o prowvide the
wiorking calibrators as indicated in table 1 below. Tube C6 constibutes the assay blank and
contains 1x diluent bufier only.

Table 1: Preparation of working calbration curve

Tube Ho. CRP Volume of Volume of 1x Serial

Concentration calibrator diluent bufier dilurtion
C1 (Top calibrator) 120ng'ml 250ul -
G2 &0ng‘ml 250ul 260ul -
c3 30ng‘ml - 250ul 250ul of C2
c4 15ng‘'ml 250ul 250ul of G3
C5 7.5ng/'mil 250ul 250ul of C4
C& (Blank) Blank 250ul -

2
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The ramgs provided represents 2 CAP conceniration of 3.75 — &0ug'ml when samgle dilution of
1:500 is taken into account.

Procedurs

—r
'

Determins the number of B-well sirips needed for the assay. Re-bag extra staps, s=al bag
and store desiccated ina refrigerator.

2 Add 100p of the diluted sample or calibrator, in dupbcate, to each wall

3. Cover the plate with a dust cover and incubate the plate for 15 minutes at 37°C.

4. After incubation aspirate or decant and wash the plate four tmes with diluted wash bufisr.
After the lzst wash tap the plate dry on absorbent paper.

5. Add 100pl of conjugate to each of the wells.

B. Cover the plate with a dust cover and incubate the plate for 15 minutes at 37°C.

T. After incubation aspirate or decant and wash the plate four tmes with diluted wash bufisr.
After the lzst wash tap the plate dry on abaorbent paper.

8. Add 100pl of TMB Substrate.

g Cover the plate with a dust cover and incubate the plate for 15 minutes at room
temipe rature,

10. Add 100pl of stop solution and tap gently to mix.

11. Read the absorbance of sachwell at 450nm using &30nm a5 a refersnce.

Interpretation of Test Besulis

1. Calculats the mean absorbance for each sample, conitrol or calibrator.

2. Plot the absorbance of the calibrators against the calibrator conceniration on standard or
semi-logarithmic graph paper. (F necessary, the background sbeorbance for the Ong'ml may
b= subiracted from each of the data points, including the calibrators, unknowns and controls
prior to plofting). Draw the beat amooth curve through thess points o construct the calibration
curve. Determine the concentrations of the test samples and confrols from the calibration
curve by multiplying the intenpolated value by the appropriate dilubion factor. Samples that
hawe a signal greater than the top calibrator, or fall on the nondinear part of the curve, should
be further diluted in diluent buffer and re-analysed.

Typical Data

An example of a typical calibration curve s represenied below. This should not b= used in the
determination of canine CRP

Absorbanos 450nm

Canime CRP Callbratlon curee

0 a 40 1] Bl 100 120 140
Canine CRP cono ng/'ml
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Assay Reproducibility

Two samples containing medium and low levels of Canine CAP were run in independent assays.
To determine inter assay reproducibility the mean and the coefficient of vanation (3:20V) were
calculated.

Inter assay variation

Control Level 1 Level 2
n 32 32
Mezan 149 346

| (pa/ml)

Standard 1.2 27
Deviation
%CV B.2% 7%

Two samples containing medium and low levels of Canine GRP were tested in a single assay. To

establish intra assay reproducibilty the mean and the cosfiicient of variation (%RCV]) were
calculated.

Inira assay Variation

Control Lavel 4 Lavel 2
n 16 16
Mean 15.4 358
pgimd

Standard 1.1 23
Dieviation

SRCY 6595 659

Limitations of Test

The wse of this test for the analysis of plasma samples has not been fully investgated.
Hasmolysed or lipasmic samples should not be wsed in the test.
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Oiher “PHASE™ acule phase assays available from Tridelta:

TP-8M Haptoglobin Multispecies, colormetric, rapid assay, may be usedin a
manuszl method or on a lange rangs of autoanalysers.

TP-801-Cal Haptoglobin Haptoglobin cafibrator (2mg/ml) for Haptoglobin kit
(TP-B01})

TP-801-Con  Haptoglobin Haptoglobin controls for Haptoglobin kit (TP-BO01)

TP-802 Semum Amyloid A ElA Mullizpeciss Serum Amyloid A immunoaseay.

TP-B02-Con  Multispecies SAA Multispecies SAA control for Multispacies SAA kit (TP-802)

TP-B0T Milk BAA ElA Amyloid A specific for milk.

TP-B02M Murins SAA ElA Serum Amyloid A assay specific for mouss

TA-201 CRP-Porcine ElA C-reactive Protein assay speciic for Porcine

TP-803-Con  Canine CAP Canine CAP condrois for Canine CAP ELA kit (TP-803)

Contact details follow:

Tridelta Development Limited

Uit 7, Block F,
Maynooth Business Campus

Maynooth
Co. Kildare

Ireland.

Tel: #353 1 6200635
Fax: +363 1 6200EET

e-mail: generalZtride taltd.com
Web page: www tride Raltd.com

CROA5-04-10{2)
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Anexo 6 - Estatistica descritiva da componente experimental.

Tabela 15 - Valores da idade (anos) dos dois grupos.

Média (x desvio padrao) Mediana Minimo Maximo
Grupo em estudo 4,8 (£2,9) 4,5 0,5 12
Grupo Controlo 1,1 (0,3) 1,1 0,67 1,5

Tabela 16 - Valores do peso (kg) dos dois grupos.

Média (+ desvio padréo) Mediana Minimo Maximo
Grupo em estudo 21,7 (£16,9) 19,1 1,8 69,1
Grupo Controlo 6,5 (x4,2) 52 3,2 12,5

Tabela 17 - Concentra¢des da PCR (mg/l) nos dois grupos.

Tipo de amostra Média (+ desvio Mediana Minimo Maximo
padréo)
Soro 15,28 (+16,91) 9,84 2,82 38,63
Grupo Controlo Liquido Sinovial 3,70 (x2,19) 3,20 1,90 6,51
Soro 3,49 (£2,43) 2,82 1,95 11,72
Grupo em Estudo | Liquido Sinovial 2,22 (+0,59) 2,18 <1 3,55
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Anexo 7 - Caracterizagdo da condicgéo corporal.

Tabela 18 - Tabela de caracterizacéo da condigéo corporal (adaptado de Laflamme, 1997).

Condicéo corporal

Magro

Score
Score
1
Score
2
Score
3

Descricao

Costelas, vértebras lombares, o0ssos pélvicos e todas as saliéncias dsseas visiveis a distancia. Ndo ha

gordura corporal discernivel. Perda evidente de massa muscular

Costelas, vertebras lombares e 0ssos pélvicos facilmente visiveis. Ndo ha gordura palpavel. Algumas

outras saliéncias dsseas podem estar visiveis. Perda minima de massa muscular.

Costelas facilmente palpaveis podem estar visiveis sem gordura palpavel. Visivel o topo das vértebras

lombares. Os 0ssos pélvicos comegam a ficar visiveis. Cintura e reentrancia abdominal evidentes.

Ideal

Score
4
Score
5

Costelas facilmente palpaveis com minima cobertura de gordura. Vista de cima, a cintura é facilmente

observada. Reentrancia abdominal evidente.

Costelas palpaveis sem excessiva cobertura de gordura. Abdome retraido quando visto de lado.

Obeso

Score
6

Costelas palpaveis com leve excesso de cobertura de gordura. A cintura é visivel quando vista de cima,

mas ndo é acentuada. Reentrancia abdominal aparente.

Score

Score

Score

Costelas palpaveis com dificuldade; intensa cobertura de gordura. Depdsitos de gordura evidentes sobre
a area lombar e base da cauda. Auséncia de cintura ou apenas visivel. A reentrancia abdominal pode
estar presente.

Impossivel palpar as costelas situadas sob cobertura de gordura muito densa ou costelas palpaveis
somente com pressao acentuada. Pesados depdsitos de gordura sobre a area lombar e base da cauda.
Cintura inexistente. N&o ha reentrancia abdominal. Podera existir distensdo abdominal evidente.
Macicgos depositos de gordura sobre o térax, espinha e base da cauda. Depo6sitos de gordura no pescoco

e membros. Distensdo abdominal evidente.
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