Expressao da IL-6, MMP-9, MMP-13 e agrecan
em condrdcitos saudaveis expostos a acetonido
de triancinolona ou plasma rico em plaquetas
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Resumo

Na cartilagem saudavel, os condrécitos mantém a expressao de colageno e proteoglicanos e sdo sensiveis
a fatores de crescimento e citocinas que aumentam ou reduzem a sintese de matriz. Na osteoartrite (OA),
a decomposi¢do da matriz é acompanhada por alteragdes fenotipicas dos condrécitos. As citocinas proé-
inflamatérias, como a interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral a (TNFa), desempenham papel
fundamental na OA, aumentando a expressdo de metaloproteinases (MMP) e diminuindo a sintese de
macromoléculas, incluindo o colageno tipo Il e o agrecano. Sabe-se que a MMP-9 e MMP-13 sdo importantes
na destruicdo da cartilagem articular, especialmente por degradacdo de coladgeno. A expressao de IL-6, que
é induzida pela IL-1, também faz parte do processo de degradacao articular. Para reduzir os efeitos clinicos
causados pela OA, o acetonido de triancinolona (TA) e o plasma rico em plaquetas (PRP) sdo utilizados
com frequéncia por via intra-articular. Os pacientes da medicina esportiva necessitam de rapido retorno
ao seu nivel funcional e o PRP pode acelerar essa recuperacdo. Ja o TA é considerado benéfico ao ambiente
articular, sendo que os animais tratados se mostram menos claudicantes e com niveis mais baixos de
proteinas no liquido sinovial. Devido ao uso bem difundido desses agentes nos casos de OA e com a finalidade
de avaliar os possiveis efeitos deletérios do TA e do PRP, optou-se por realizar os tratamentos sobre um
cultivo de condrdcitos, avaliando a expressdo génica dos fatores produzidos pelos condrécitos. Articulagdes
metacarpofalangeanas de cinco equinos adultos, clinica e radiograficamente sadias, foram usadas.
Fragmentos de cartilagem foram colhidos sob ambiente asséptico e sofreram digestdo enzimatica com
pronase e colagenase em tubos Falcon, sendo essa reagdo interrompida com meio de DMEM suplementado
com 10% de soro fetal bovino, 60U/mL de penicilina, 60ug/mL de estreptomicina e 2mmol/L de glutamina.
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As células foram cultivadas em garrafas, encubadas a 37°C em uma estufa com 5% de CO,. Ap6s um periodo
de 21 dias, quando as células tinham confluéncia de 90%, elas foram transferidas as placas de cultivo celular.
Apds nova confluéncia de 90%, em trés dias, realizou-se o tratamento das mesmas por 30 minutos como
segue: G1 - controle condrécitos; G2 - condrdcitos + PRP (500.000 plaquetas/po¢o); G3 - condroécitos + TA
(0,06mg/mL), sendo que os testes foram repetidos cinco vezes. As células destinadas a realiza¢do da reagio
em cadeia da polimerase (PCR) foram encaminhadas para o processo de extracdo de RNA, realizado com
o reagente TRIzol®. Apds esse procedimento, as amostras foram analisadas para expressdo génica da IL-6,
agrecano, MMP-9 e MMP-13. Uma aliquota celular foi encaminhada para realizacdo de testes de viabilidade
pelos métodos de azul de trypan e por citometria de fluxo. O PRP foi preparado apés coleta de sangue
total em bolsa de coleta com CPDA-1 da veia jugular de um equino saudavel, que foi usado em todos os
preparos para a realizacdo deste estudo. As amostras foram centrifugadas para obtencdo do PRP de acordo
com técnicas ja bem estabelecidas pelo nosso laboratério. Optou-se por usar um filtro de leucdcitos a fim de
remover células inflamatérias no momento da aplicagdo. Os dados foram analisados por teste de ANOVA de
duas vias, seguido do teste de Tukey, sendo significante quando p < 0,05. Observou-se alta viabilidade celular
nos trés grupos quando comparados ao grupo controle, em uma média de mais de 98% de células viaveis.
Nao foram observadas diferencas na producdo de MMP-9, MMP-13, IL-6 e agrecano entre os tratamentos
com TA ou PRP. Sugere-se que a exposicdo de condrdcitos normais ao TA e ao PRP ndo resultou em um
aumento na sintese de MMPs, IL-6 e agrecano, ndo tendo sido associados com efeitos deletérios para as
culturas de condrdcitos.
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