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RESUMO 

 

A osteoartrite (OA) primária é uma patologia articular que pode afetar diversas 

articulações, sendo uma das principais causas de incapacidade na população. 

Triancinolona Hexacetonida (TH), um glicocorticóide sintético, intra-articular pode ser 

utilizado em casos de exacerbação sintomática.  Em modelos animais a utilização de 

corticosteroide intra-articular demonstrou efeito protetor sobre a cartilagem, porém 

estudos clínicos não demonstraram alteração na evolução natural da OA. Trabalhos 

experimentais com nanopartículas de ouro (GNPs) demonstraram efeitos 

antioxidantes e anti-inflamatórios articulares. Além disso, a conjugação de GNPs com 

medicamentos visando otimização terapêutica vem sendo testada, com resultados 

variados. No presente estudo foi avaliado os efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes 

do tratamento intra-articular de TH associada a GNPs, em um modelo mecânico de 

OA. Para isso o modelo de OA foi induzido por meniscectomia mediana do membro 

posterior direito, em 50 ratos Wistar com 2 meses, pesando entre 250-300g. Os 

animais foram divididos em 5 grupos de 10 animais, correspondendo aos grupos: 1) 

sham, 2) OA, 3) OA tratado com TH (OA-TH), 4) OA tratado com GNPs (OA-GNPs) e 

5) OA tratado com GNPs associadas a TH (OA-TH-GNPs). Foram avaliados os níveis  

de Interferon-gama (IFγ), Fator de necrose tumoral alfa (TNFα), Interleucina-1β (IL-1β) 

e interleucina-6 (IL-6), interleucina-4 (IL-4), interleucina-10 (IL-10), nitrito, 

Diclorofluoresceína (DCF), Superóxido dismutase (SOD), Glutationa reduzida (GSH), 

carbonila e sulfidrila.  Os resultados do experimento demonstraram uma redução nos 

níveis de TNFα e um aumento nos níveis de IL-6 no grupo TH-GNPs. Observou-se 

aumento nos níveis de IL-4 e de IL-10 nos grupos OA-TH, OA-GNPs e OA-TH-GNPs. 

Houve aumento significativo nos níveis de TGF-β no grupo OA-TH-GNPs. Todos os 

grupos tratados com TH e/ou GNPs tiveram uma redução significativa nos níveis de 

Nitrito e de Carbonila em relação ao grupo OA.  Foi observado um aumento dos níveis 

de sulfidrila no grupo OA-TH-GNPs em relação ao grupo OA. Na avaliação da 

atividade do sistema antioxidante, através da atividade das enzimas de SOD e GSH, 

houve aumento da atividade dessas enzimas nos grupos OA-GNPs e OA-TH-GNPs 

em relação ao grupo OA. Os resultados deste estudo indicam atividade anti-

inflamatória e antioxidantes das terapias realizadas, sendo mais pronunciada no grupo 

que recebeu a associação entre TH-GNPs. Esses resultados podem estar 
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relacionados a farmacocinética da TH quando associada a GNPs ou efeitos aditivos 

das duas terapias.  

 

Palavras-chave: osteoartrite, nanopartículas de ouro, Triancinolona Hexacetonida, 

anti-inflamatório, antioxidante 
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ABSTRACT 

 

Primary osteoarthritis (OA) is an articular pathology that can affect several joints, being 

one of the main causes of disability in the population. Triamcinolone Hexacetonide 

(TH), a synthetic glucocorticoid,  can be used intra-articular in cases of symptomatic 

exacerbation. In animal models, the use of intra-articular corticosteroids has shown a 

protective effect on cartilage; however, clinical studies have not shown changes in the 

natural story of OA. Experimental studies with gold nanoparticles (GNPs) have 

demonstrated joint antioxidant and anti-inflammatory effects. In addition, the 

combination of GNPs with drugs, aiming at therapeutic optimization, has been tested, 

with varied results. In the present study, the anti-inflammatory and antioxidant effects 

of intra-articular treatment of TH associated with GNPs were evaluated in a mechanical 

model of OA. For this, the OA model was induced by medial meniscectomy of the right 

posterior limb, in 50 Wistar rats, 2 months old, weighing between 250-300g. The 

animals were divided into 5 groups of 10 animals, corresponding to the groups: 1) 

sham, 2) OA, 3) OA treated with TH (OA-TH), 4) OA treated with GNPs (OA-GNPs) 

and 5) OA treated with TH-associated GNPs (OA-TH-GNPs). The levels of Interferon-

gamma (IFγ), Tumor necrosis factor alpha (TNFα), Interleukin-1β (IL-1β) and 

interleukin-6 (IL-6), interleukin-4 (IL-4), interleukin- 10 (IL-10), nitrite, 

dichlorofluorescein (DCF), Superoxide dismutase (SOD), reduced glutathione (GSH), 

carbonyl and sulfhydryl were analyzed. The results of the experiment demonstrated a 

reduction in TNFα levels and an increase in IL-6 levels in the TH-GNPs group. An 

increase in the levels of IL-4 and IL-10 was observed in the groups OA-TH, OA-GNPs 

and OA-TH-GNPs. There was a significant increase in TGF-β levels in the OA-TH-

GNPs group. All groups treated with TH and/or GNPs had a significant reduction in the 

levels of Nitrite and Carbonyl compared to the OA group. An increase in sulfhydryl 

levels was observed in the OA-TH-GNPs group compared to the OA group. In the 

evaluation of the antioxidant system activity, through the activity of the SOD and GSH 

enzymes, there was an increase in the activity of these enzymes in the OA-GNPs and 

OA-TH-GNPs groups compared to the OA group. The results of this study indicate anti-

inflammatory and antioxidant activity of the therapies performed, being more 

pronounced in the group that received the association between TH-GNPs. These 

results may be related to the pharmacokinetics of TH when associated with GNPs or 

additive effects of the two therapies. 
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1 INTRODUÇÃO  

1.1 Osteoartrite  

 
A osteoartrite (OA) primária é uma doença complexa de etiologia 

multifatorial que pode afetar muitas articulações diferentes, sendo uma das principais 

causas de incapacidade na população. A OA é caracterizada por processos 

morfológicos, bioquímicos, moleculares e alterações biomecânicas teciduais e de 

matriz extracelular, sendo que o entendimento fisiopatológico dessa doença vem 

evoluindo recentemente. Anteriormente essa doença foi descrita como sendo 

originada por alterações degenerativas na cartilagem articular isoladamente; porém, 

atualmente, a literatura mostra essa condição como uma doença multifatorial que 

afeta todas as estruturas da articulação. Uma interação de fatores locais e sistêmicos 

modula sua forma de apresentação clínica e estrutural, levando ao desfecho final 

comum de destruição articular (Martel-Pelletier et al., 2016). 

A prevalência e incidência de OA descrita na literatura é bastante 

heterogênea devido às suas subclassificações como sintomática, radiográfica ou 

relacionada à articulação acometida. De forma geral as taxas de incidência variam de 

acordo com as regiões estudadas, com estimativas de 91 a 347 novos casos por 

100.000 habitantes, sendo maior em países de alta renda e menor nos países de baixa 

renda. É observado também, menor incidência em negros, quando comparada a 

caucasianos (Neogi e Zhang, 2013; Nelson, 2018).  Estima-se que o risco ao longo da 

vida de desenvolver OA sintomática do joelho é de aproximadamente 40% em homens 

e 47% em mulheres (Murphy et al., 2008). 

Existem múltiplos fatores de risco identificados para o desenvolvimento de 

OA. A idade é um dos mais fortes preditores de OA, com incidência crescente, 

especialmente após os 50 anos de idade. Existe associação com o sexo feminino, 

obesidade, predisposição genética, presença de lesão articular prévia e fatores 

anatômicos locais como alinhamento e sobrecarga (Johnson e Hunter, 2014). 

Há uma variedade de fatores que desempenham papel importante na 

patogênese da OA, incluindo fatores biomecânicos, mediadores pró-inflamatórios e 

proteases. Com exceção de um trauma específico que gerou lesão articular, é difícil 

definir patologicamente quais tecidos (cartilagem, osso ou sinóvia) são afetados 

primeiramente na OA (Johnson e Hunter, 2014). 



10  

  

A cartilagem articular é formada pelos condrócitos, sendo um tecido 

avascular e aneural, composto de água (>70%) e componentes de matriz extracelular 

orgânica, principalmente colágeno do tipo II, agrecanos, proteoglicanos, e vários 

outros colágenos e proteínas não-colágenas. Sua função é principalmente fornecer 

uma superfície lisa e de baixo atrito, permitindo o deslizamento normal da articulação.  

Na OA observa-se edema da cartilagem, afrouxamento da estrutura de colágeno, 

aumento da síntese de proteoglicanos associado a aumento desproporcional na 

liberação de enzimas degradativas (principalmente MMP-13) resultando em 

degradação da matriz. Este processo, associado a limitada capacidade de reparo da 

cartilagem, resulta em progressivo estreitamento do espaço articular, fissuras e 

exposição do osso subjacente em estados avançados (Wilusz et al., 2014; Heinemeier 

et al., 2016). 

O osso abaixo da cartilagem articular é organizado em uma camada de 

osso cortical em forma de placa e uma região contígua de osso esponjoso. Na OA, 

existe aumento no volume, espessura e contorno da placa cortical, alterações no 

estado de mineralização óssea, na arquitetura óssea trabecular subcondral e massa 

óssea, e formação de cistos ósseos, lesões na medula óssea e osteófitos. As 

alterações do osso subcondral são mais evidentes nos locais de maior sobrecarga 

articular e influenciam de forma negativa o estado da cartilagem articular sobreposta 

(Day et al., 2004; Taljanovic et al., 2008). 

A sinóvia apresenta algum grau de inflamação sinovial e/ou hipertrofia 

sinovial durante o curso da OA, sendo relacionada à disfunção dos condrócitos e ao 

dano cartilaginoso. Observa-se liberação de proteinases pelos condrócitos que em 

uma cascata de eventos culmina na liberação de citocinas pró-inflamatórias (TNF-α, 

IL-1, IL-6 e IL-15) (Houard et al., 2013). Ao contrário de outras artropatias 

inflamatórias, como a artrite reumatoide, a inflamação sinovial não é considerada o 

fator inicial da OA primária, mas está associada ao desenvolvimento de dor e 

progressão estrutural da doença (Wang et al., 2018). Além das alterações sinoviais, 

observa-se alterações na cápsula articular, ligamentos, músculos periarticulares e 

nervos que contribuem para perda de função e dor (Roos et al., 2011). 

Os tratamentos recomendados atualmente para OA envolvem medidas 

farmacológicas e não-farmacológicas. Medidas não farmacológicas fortemente 

recomendadas são principalmente exercícios aeróbicos, aquáticos e/ou resistidos, e 

perda ponderal para pacientes com excesso de peso. As principais medidas 
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farmacológicas envolvem o uso de paracetamol, anti-inflamatórios não esteroides 

orais e tópicos, duloxetina, opioides e infiltrações articulares de glicocorticoide e ácido 

hialurônico (Hochberg et al., 2012). 

1.2 Papel da inflamação na osteoartrite 

 
A OA previamente era considerada apenas uma doença relacionada ao 

“desgaste” da cartilagem, geralmente considerada com processo final de qualquer 

patologia que gerasse aumento da pressão sobre a articulação ou fragilidade da 

matriz cartilaginosa. Estudos da década de 1990 modificaram este paradigma, e 

atualmente papel da inflamação na OA é bem caracterizado (Berenbaum, 2013). 

Clinicamente a inflamação é evidenciada pela presença de edema articular 

ou derrame articular da articulação afetada. Há uma lista crescente de alterações e 

mediadores pró-inflamatórios encontrados no líquido sinovial e tecidos afetados pela 

OA, mas os mecanismos iniciadores deste processo ainda são objeto de estudo e 

controvérsia (Sellam; Berenbaum, 2010). A hipótese mais aceita postula que a 

cartilagem fragmentada dentro da articulação seja interpretada pelo tecido sinovial 

como um corpo estranho, levando a produção de citocinas inflamatórias, como IL-1, 

IL-6 e TNF-α, por estas células. Esses mediadores induzem os condrócitos a 

produzirem proteases, quimiocinas, óxido nítrico (NO) e eicosanoides, tais como 

prostaglandinas e leucotrienos, aumentando a degradação da cartilagem e 

promovendo a apoptose celular. Os mediadores também podem induzir angiogênese 

sinovial e gerar um feedback positivo na produção destes mediadores, formando um 

ciclo vicioso. Assim, a sinovite resultante perpetua a degradação da cartilagem 

(Sellam e Berenbaum, 2010; Stannus et al., 2010). 

Uma característica da OA estabelecida é o aumento da produção local de 

citocinas pró-inflamatórias, tais como IL-1β e TNF-α, IL-6, proteína quimiotáxica de 

macrófagos (MCP-1), proteína induzida por interferon (IP-10) e monoquina induzida 

por interferon (Sohn et al., 2012). A presença de IL-1β e TNF-α exercem efeitos 

catabólicos comparáveis no metabolismo do condrócito, diminuindo a síntese de 

colágeno, proteoglicano e aumentando a liberação de agrecan, através da indução de 

proteases. Estas citocinas também induzem condrócitos e células sinoviais a produzir 

outros mediadores inflamatórios, tais como IL-8, IL-6, NO e prostaglandina E2 (Loo et 

al., 1995; Caron et al., 1996; Attur et al., 2000; Pelletier et al., 2001; Tchetina et al., 

2007). 
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Observa-se também que a expressão da ciclooxigenase-2 indutível (COX-

2) está aumentada, associada a uma produção espontânea aumentada de PGE2. Os 

efeitos das prostaglandinas no metabolismo dos condrócitos são complexos e incluem 

síntese de colágeno tipo II, ativação de metaloproteinases (MMPs), e promoção de 

apoptose (Amin et al., 1997). Muitos destes caminhos catabólicos e pró-inflamatórios 

observados na OA são mediados pela ativação do fator nuclear do fator de transcrição 

κB (NF-κB), que retroalimenta positivamente sua própria expressão e de outras 

proteínas catabólicas, tais como óxido nítrico sintase induzível (iNOS) e COX-2, 

criando assim uma cascata autocatalítica que promove autodestruição da cartilagem 

articular (Olivotto et al., 2015). 

Uma presumida ação chave das citocinas e quimiocinas produzidas na OA 

é promover a proteólise da cartilagem através da indução de uma ampla gama de 

proteases, em particular MMPs. As duas principais famílias de MMPs envolvidas neste 

processo são as colagenases e agrecanases. As colagenases decompõem os 

proteoglicanos e colágeno tipo II, principal tipo de colagéno presente na cartilagem. A 

principal colagenase implicada no processo da OA é a MMP-13. As agrecanases, 

também conhecidas como família ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with 

thrombospondin motifs), principalmente ADAMTS-4 e ADAMTS-5, regulam a 

degradação dos agrecanos, que consistem em grandes proteoglicanos responsáveis 

por grande parte da resiliência da cartilagem ao dano (Troeberg e Nagase, 2012). 

Dada a importância da ADAMTS-5 e da MMP-13 na OA, o desenvolvimento de 

inibidores específicos para estas proteases tem sido de interesse para uso como 

terapia potencial modificadora da osteoartrite. 

A expressão e degradação de proteínas não colagenosas e proteoglicanos 

não-agregantes também são alterados na cartilagem acometida pela OA, e suas 

funções precisas estão apenas começando a ser compreendidas. Essas moléculas 

podem ter um papel estrutural ou regulador e, em alguns casos, podem fazer as duas 

coisas, já que se sabe que os produtos de degradação de algumas das moléculas 

estruturais influenciam diretamente o catabolismo dos condrócitos (Aigner e McKenna, 

2002). 

Com relação à inibição das principais citocinas envolvidas na OA, dados de 

camundongos nocautes de IL-1β mostraram proteção inconsistente na OA induzida 

cirurgicamente, enquanto os camundongos nocautes de IL-6 foram protegidos de OA 

induzida por lesão, mas não da OA associada à idade, os quais apresentaram 
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resultado histológico pior do que os controles (Little e Fosang, 2010). Em um estudo 

com humanos, o uso de anticorpo monoclonal contra o TNF-α não demonstrou 

benefícios na dor e sinovite em indivíduos com OA de mãos (Aitken et al., 2018). 

Contrapondo-se ao exposto acima, a família do Fator de Crescimento 

Transformador Beta (TGF-β), formada pelo TGF-β1, TGF-β2 e TGF-β3, representa os 

principal fator contra-regulatório aos efeitos dos mediadores pró-inflamatórios na 

cartilagem saudável. Dentre suas ações, observa-se diminuição da ação proteolítica 

da MMP-1 e MMP-13, bem como redução dos receptores de IL-1 e TNF-α nos 

condrócitos (Tchetina et al., 2007). O TGF-β2 suprime seletivamente a clivagem do 

colágeno tipo II por colagenases na cartilagem e limita a expressão de MMPs e 

citocinas pró-inflamatórias (Moulharat et al., 2004). Outras ações observadas são o 

aumento na síntese proteica da matriz, inibição da hipertrofia dos condrócitos e 

estimulação à expressão do Prg4, molécula que codifica a lubricina, crítica para 

diminuir o atrito das articulações (Cuellar e Reddi, 2015). 

A inativação do fator de crescimento transformador beta (TGF-β) ou das 

moléculas relacionadas a sua via de sinalização parece ter um importante papel na 

patogênese da OA, pois mutações de Smad3, uma molécula central nesta via, foram 

encontradas em pacientes com OA de início precoce (Valdes et al., 2010). 

 

1.3 Estresse oxidativo na osteoartrite 

 
Estudos recentes concluíram que a progressão da OA está 

significativamente relacionada ao estresse oxidativo e espécies reativas de oxigênio 

(ERO), sendo um interesse de pesquisa e de intervenção terapêutica (Lepetsos e 

Papavassiliou, 2016). 

ERO são radicais livres contendo moléculas de oxigênio, incluindo radical 

hidroxila radical (OH•-), peróxido de hidrogênio (H2O2), ânion superóxido (O2
•-), óxido 

nítrico (NO) e íon hipoclorito (OCl-). Os seus principais sítios de geração são as 

mitocôndrias (através da fosforilação oxidativa), a fosfato de nicotinamida adenina 

dinucleótido (NADPH) oxidase não mitocondrial ligada à membrana e a xantina 

oxidase (XO). O sítio com maior participação na geração de ERO é a mitocôndria, 

estimando-se que 2-3% do total de O2 utilizado seja reduzido a O2
•-, ao invés de água 

(Lepetsos e Papavassiliou, 2016). 
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 As enzimas NADPH oxidase (NOxes) são as principais fontes de ERO em 

fagócitos, e a XO é fonte através da catalisação da oxidação de hipoxantina à xantina, 

produzindo H2O2. Diversos mecanismos evoluíram para eliminar ERO em espécies 

que utilizam oxigênio para produção de energia. Este sistema antioxidante inclui 

antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos, como a superóxido dismutase (SOD), 

catalase (CAT), glutationa peroxidica (GPX), glutationa (GSH), NADPH ubiquinona 

oxidoredutase (NQO1), paraoxonases (PON), ácido ascórbico (vitamina C), α-

tocoferol (vitamina E) e carotenoides. O estresse oxidativo foi definido como 

desequilíbrio entre a produção de ERO e defesas antioxidantes, resultando em danos 

macromoleculares e desregulação no controle e sinalização redox (Lepetsos e 

Papavassiliou, 2016). 

Em condrócitos de articulações normais as ERO são produzidas em baixos 

níveis e participam da homeostase da cartilagem ao modularem a apoptose de 

condrócitos, expressão gênica, síntese e degradação da matriz extracelular e 

produção de citocinas. Em articulações afetadas por OA, é observado elevado nível 

de produção de ERO e estresse oxidativo, paralelamente associado à redução de 

enzimas antioxidantes (Lepetsos e Papavassiliou, 2016). 

Na OA, as principais alterações patológicas ao nível celular observadas 

como a senescência celular, apoptose e os efeitos do envelhecimento celular sofrem 

influência regulatória das ERO (Ziskoven et al., 2010).O excesso de produção de ERO 

e NO tem sido associado à apoptose de condrócitos de cartilagem tanto in vitro como 

in vivo, desempenhando um papel importante na patogênese da OA, pois os 

condrócitos são normalmente quiescentes e não possuem capacidade de 

autorrenovação adequada. O NO é o indutor primário deste processo, mediado pela 

ativação de caspase-3, caspase-9 e tirosina quinase, levando a regulação positiva da 

iNOS (Lepetsos e Papavassiliou, 2016). Há evidência que o estresse oxidativo 

também induz a instabilidade genômica dos telômeros, a senescência replicativa e a 

disfunção dos condrócitos. A senescência dos condrócitos é caracterizada pela 

redução na divisão celular e alterações fenotípicas, como a expressão alterada de 

enzimas catabólicas (Ziskoven et al., 2010).  

A produção de NO, e subsequentemente peroxinitrito, é um dos principais 

fatores catabólicos produzidos por condrócitos em resposta a citocinas pró-

inflamatórias, como a IL-1β e TNF-α, gerando inibição da síntese de matriz 

extracelular e perda de integridade da cartilagem, através da inibição a síntese de 
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proteoglicanos na zona de cartilagem superficial e profunda (Lepetsos; Papavassiliou, 

2016). Efeitos adicionais incluem ativação de MMPs (Hirai et al., 2001) e 

suscetibilidade de lesão aumentada à outros oxidantes (Clancy et al., 1997).  

 

1.4 Osteoartrite e terapia intra-articular com corticoide 

 
O objetivo de curto prazo do tratamento da OA é aliviar dor e rigidez 

articular para aumentar a função e mobilidade. Um objetivo à longo prazo seria que o 

tratamento interrompesse ou lentificasse a progressão da doença, evitando 

incapacidade funcional e prevenindo, ou pelo menos atrasando, a necessidade de 

uma artroplastia (McAlindon et al., 2014). 

Juntamente com as estratégias de manejo não farmacológico, terapias 

sistêmicas e intra-articulares são as principais intervenções no manejo conservador 

desta doença (McAlindon et al., 2014). As terapias intra-articulares constituem 

procedimentos minimamente invasivos e de caráter ambulatorial que apresentam uma 

série de vantagens fisiológicas e práticas sobre a utilização medicamentos sistêmicos. 

Algumas dessas vantagens são: segurança, biodisponibilidade, benefício pelo efeito 

placebo e possibilidade de ação de certos medicamentos diretamente na fisiopatologia 

da OA. Os medicamentos mais utilizados por esta via são os glicocorticoides (GC) e 

o ácido hialurônico (Evans et al., 2014). 

O uso de GC intra-articulares têm como objetivo reduzir a inflamação e dor 

nas articulações, em virtude de sua ação local como um agente anti-inflamatório 

potente. Diretrizes da American College of Rheumatology recomendam seu uso para 

alívio sintomático da dor moderada a severa em pacientes com OA, efeito que pode 

durar até 6 semanas. Preparações de triancinolona são as mais utilizadas neste 

contexto (Hochberg et al., 2012). 

O tratamento com GC intra-articular demonstrou ter um efeito protetor 

sobre a cartilagem articular em modelos in vitro de dano estrutural/químico e em 

modelos animais de artrite inflamatória e OA (Larsson et al., 2004; Lu et al., 2011). No 

estudo in vitro de Lu et al. (2011), a utilização por curto período de GC aboliu 

efetivamente os efeitos catabólicos resultantes da combinação de citocinas pró-

inflamatórias e lesão mecânica, prevenindo a degradação de proteoglicanos e 

restaurando a biossíntese do condrócito, demonstrando efeito regulatório sobre esta 

resposta induzida.  
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De forma contrária, um estudo prévio em humanos com OA de joelho 

demonstrou que a administração trimestral por 2 anos de triancinolona intra-articular, 

em comparação com a solução salina intra-articular, resultou em discreta diminuição 

da espessura da cartilagem mensurada por ressonância magnética no grupo 

triancinolona (McAlindon et al., 2017). Estes resultados sugerem que em vez de 

retardar a destruição da cartilagem, a triancinolona pode acelerar o processo, e que 

os seus efeitos anti-inflamatórios não agem como um agente modificador da evolução 

da doença, pelo menos neste período de tempo. Entretanto, esta diferença observada 

na espessura da cartilagem provavelmente não é clinicamente relevante e 

significativa, pois é semelhante ao grau de perda de cartilagem relatado na literatura 

em pacientes que não demonstram progressão radiográfica ou clínica da OA (Collins 

et al., 2016) 

Efeitos adversos relacionados ao uso intra-articular de GC incluem 

hiperglicemia, infecção articular, calcificações intra-articulares e periarticulares, atrofia 

cutânea e despigmentação cutânea, principalmente quando utilizado repetidamente 

para o tratamento da OA (Wernecke et al., 2015). Na revisão sistemática de Wernecke 

et al. (2015) sobre os efeitos de GC intra-articulares, observou-se que o tempo de 

exposição e a dose utilizada destes medicamentos é o principal determinante da sua 

ação sobre os condrócitos e estruturas articulares. Efeitos benéficos são observados 

quando GC são utilizados por curto tempo e em baixas doses; porém, altas doses e 

tempo de exposição prolongado dessas substâncias resultam em condrotoxicidade. 

Portanto, estratégias que aperfeiçoem a utilização de GC no tratamento da OA são 

desejáveis. 

 

1.5 Osteoartrite e nanopartículas de ouro  

 
Compostos de ouro têm sido empregados para o tratamento de doenças 

reumatológicas inflamatórias desde 1929 (Forestier, 1934). Os principais compostos, 

Auronofina e Aurotiomalato de Sódio foram progressivamente abandonados da prática 

clínica a partir da década de 1980 em virtude do surgimento de novos medicamentos 

eficazes e com menor incidência de efeitos adversos, principalmente renais e 

cutâneos (Felson et al., 1990). Mais recentemente com o desenvolvimento da 

nanotecnologia, o uso de nanopartículas de ouro vem sendo investigado no 

tratamento de artrite experimental, demonstrando efeitos benéficos articulares e 
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redução dos efeitos adversos, comparativamente aos compostos de ouro previamente 

utilizados (Tsai et al., 2007). 

Nanomateriais, com uma faixa de tamanho de 1 a 1000 nm de diâmetro, 

exibem várias propriedades únicas que diferem grandemente daquelas observadas 

em partículas finas ou materiais a granel. Há potencial para muitas aplicações 

biomédicas, devido a sua grande superfície específica, alta atividade de superfície, 

forte propriedade antioxidante, boa biocompatibilidade, e adequação para 

manipulações em nível molecular (Kong et al., 2017). 

A lista de nanomateriais atualmente disponíveis é extensa, dentre eles as 

Nanopartículas de Ouro (GNPs) são interessantes em virtude de suas propriedades 

óticas, eletrônicas, sensoriais e bioquímicas únicas (Kong et al., 2017). As GNPs são 

nano-carreadores promissores para entrega de fármacos devido às suas propriedades 

únicas como síntese e funcionalização facilitada, biocompatibilidade, facilidade na 

permeabilidade celular e alta capacidade de carregamento de fármacos (Kim et al., 

2009). 

Estudos experimentais em modelo de artrite e OA demonstram que GNPs 

exercem efeitos antioxidantes e efeito anti-inflamatório pela regulação negativa da 

expressão de interleucina 1β, prostaglandina E2 e ciclooxigenase-2, além de redução 

dos escores histológicos, densidade de microcapilares e infiltração de macrófagos 

(Tsai et al., 2007; Sumbayev et al., 2013). 

A conjugação de medicamentos com GNPs, visando sua otimização 

terapêutica, vem sendo estudada. Em um estudo experimental de OA, a conjugação 

de GNPs de 13nm com sulfato de condroitina (SC) demonstrou um aumento de duas 

vezes na produção de glicosaminoglicanos e colágeno em comparação com SC 

isolado, indicando que esta combinação estimulou a proliferação de condrócitos e 

aumentou a produção de matriz extracelular (Dwivedi et al., 2015). Outro estudo de 

OA experimental conjugou curcumina com GNPs de 20nm, porém não demonstrou 

diferença significativa nos resultados comparativamente ao uso isolado de cada 

substância (Campos et al., 2017). 

A literatura contém dados conflitantes sobre a citotoxicidade de GNPs. O 

tamanho e forma das GNPs definem substancialmente suas propriedades. As GNPs 

são consideradas "não-tóxicas" de acordo com muitos relatórios em diferentes linhas 

celulares (Connor et al., 2005; Shukla et al., 2005). Em contrapartida, outros grupos 

classificam as GNPs como "tóxicas", demonstrando estresse oxidativo, dano 
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mitocondrial, zapoptose e necrose celular associada ao seu uso (Goodman et al., 

2004; Pan et al., 2009., Huang et al., 2016) . Estes resultados conflitantes podem ser 

relacionados à variabilidade dos ensaios de toxicidade, das linhas celulares utilizadas 

e das propriedades físico/químicas das nanopartículas utilizadas. Estudos em cultura 

de condrócitos de coelho e humano demonstraram citotoxicidade dependente do 

tamanho e concentração de GNPs utilizadas (Pascarelli et al., 2013; Huang et al., 

2016). 

Diante do exposto acima e dos resultados conflitantes na literatura, é 

prudente que novos trabalhos avaliem a eficácia, toxicidade e aplicabilidade 

terapêutica das GNPs em modelos experimentais de patologias. 

 

1.6 Justificativa e relevância 

 
Justifica-se este estudo em virtude da alta prevalência e incidência de OA 

na população, sendo importante a investigação de novas terapias para tratamento 

desta condição, associada à escassez de tratamentos efetivos disponíveis 

atualmente.  
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2 OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo geral  

  

• Avaliar os efeitos anti-inflamatórios e antioxidantes do tratamento 

intra-articular com TH associada a GNPs em um modelo mecânico 

de OA em ratos Wistar.   

  

2.2 Objetivos específicos  

 

• Avaliar os níveis proteicos de citocinas pró-inflamatórias (IFγ, TNFα, 

IL-1β e IL-6) na articulação do joelho dos animais submetidos ao 

modelo mecânico de OA. 

• Avaliar níveis proteicos de citocinas anti-inflamatórias (IL-4, IL-10, 

TGF-β) na articulação do joelho dos animais submetidos ao modelo 

mecânico de OA 

• Avaliar produção de oxidantes (DCF e nitrito), sistema de defesa 

antioxidante (SOD e GSH) e danos oxidativos (carbonila e sulfidrila) 

na articulação do joelho dos animais submetidos ao modelo 

mecânico de OA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3 METODOLOGIA  
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3.1 Tipo de pesquisa 

 
Este estudo foi caracterizado como experimental, utilizando um modelo 

animal. Os procedimentos foram executados de acordo com o Instituto Nacional de 

Guia de Saúde para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratório e as recomendações 

do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA) projetado 

para minimizar o sofrimento e limitar o número de animais utilizados. O experimento 

teve início após aprovação da Comissão de Ética em Pesquisa no Uso de Animais 

(CEUA) da Universidade do Extremo Sul Catarinense (UNESC) sob o protocolo 

61/2019-1. 

 

3.2 Amostra 

 
Foram utilizados 50 ratos Wistar (2 meses, pesando entre 250-300g), 

provindos da colônia de reprodução do Biotério da Universidade do Extremo Sul 

Catarinense - UNESC. Cada grupo teve um “n” de dez animais devido às análises 

histológicas, bioquímicas e moleculares. Os animais foram agrupados em gaiolas 

específicas (comprimento 30 cm x Largura 20 cm x altura 13 cm) colocados sobre 

estantes e sobre os cuidados dos funcionários do Biotério. A temperatura do ambiente 

foi controlada entre 20 ± 2 oC, ciclo claro-escuro 12/12h e com livre acesso, 

alimentados com dieta padrão para roedores e água do sistema público de 

fornecimento (torneira) colocado em mamadeiras para roedores e ofertada ad libitum. 

Os animais foram distribuídos randomicamente em 5 grupos experimentais (n:10):  

 

• Grupo 1 - Sham   

• Grupo 2 – OA  

• Grupo 3 - OA + TH 

• Grupo 4 - OA + GNPs  

• Grupo 5 - OA + TH-GNPs 

  

3.3 Modelo de osteoartrite  
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O modelo de OA mecânica está baseado na ressecção do menisco medial, 

pois é neste compartimento onde passa o eixo mecânico de distribuição de carga 

durante a locomoção dos mamíferos. O menisco é uma estrutura fibrocartilaginosa, 

de formato cuneiforme, responsável pela adaptação, e congruência articular, entre 

uma superfície côncava dos côndilos do fêmur distal e outra superfície plana do 

planalto tibial e, é também responsável pela absorção, em função da sua propriedade 

viscoelástica, da carga aplicada sobre a articulação em sua biomecânica.  

Os ratos foram anestesiados e mantidos sob anestesia usando isoflurano 

4%. O joelho direito foi raspado, preparado assepticamente com álcool 90%, e exposto 

para a cirurgia. Em todos os modelos foi realizada a mesma abordagem cirúrgica, 

baseada na incisão padrão executada nos procedimentos de artroplastia, colocação 

de próteses, no tratamento de OA severa em humanos. Trata-se de uma abordagem 

cirúrgica anterior do joelho, seguida de artrotomia parapatelar medial e luxação lateral 

da patela, permitindo acesso ao compartimento medial do joelho dos animais (Vaishya 

et al., 2016). Todas as abordagens cirúrgicas nos animais foram realizadas no 

membro traseiro direito, seguindo o modelo acima descrito. As incisões cirúrgicas 

foram fechadas em duas camadas, utilizando-se suturas de fio monofilamentar de 

nylon após redução da luxação patelar.   

No grupo sham foi realizada somente a abordagem cirúrgica, sem a 

meniscectomia, seguida de fechamento da incisão em dois planos. Nos outros grupos 

a meniscectomia do menisco medial foi realizada após a abordagem anterior, seguida 

da artrotomia e da luxação patelar. A ressecção completa do menisco medial do 

membro posterior direito foi realizada com lâmina de bisturi (frio) sem ressecção 

adicional do ligamento colateral medial, que foi preservado. Não houve acesso algum 

ao compartimento lateral da articulação, assim como ressecção adicional de 

ligamentos em nenhum dos procedimentos. Foram preservados os ligamentos 

centrais do joelho (cruzado anterior e posterior) e os ligamentos colaterais (lateral e 

medial).  
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Figura 1: Meniscectomia do menisco medial. Imagem demonstrando peça anatômica do menisco 

medial ressecado (Fonte: Búrigo, MCF, 2018). 

  

3.4 Intervenção  

 
Os tratamentos intra-articulares foram realizados nos dias 30 e 60 após a 

indução do modelo de OA com uma aplicação da solução designada para cada grupo 

de tratamento (300µL). Após 30 dias da última aplicação os animais foram 

anestesiados com isoflurano 4% e levados a eutanásia por decapitação. A região do 

côndilo femoral e do platô tibial do membro posterior direito foi cirurgicamente 

removida, processada e armazenada para posteriores análises histológicas, 

bioquímicas e moleculares. As soluções de TH (30µg/300µl salina), GNPs (Tamanho 

20nm e concentração de 2,5 mg/Kg) e sua ligação (TH-GNPs) foram preparadas nos 

dias de tratamento.  

Os animais foram retirados do biotério e levados à sala de treinamento do 

Fisiopat aonde foi realizado o tratamento. Tais procedimentos foram realizados por 

pessoas treinadas em manusear ratos Wistar.   
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Figura 2: Linha do tempo do experimento. Indução de OA no dia 0, aplicação da solução designada 

para cada grupo no dia 30 e 60, e realização de eutanásia no dia 90. 

 

3.5 Síntese e caracterização das GNPs  

 
GNPs de tamanhos médios de 20 nm foram sintetizadas como descrito por 

Turkevich et al. (1951) com pequenas modificações, a partir de redução química do 

precursor metálico ácido tetracloroáurico (HAuCl4) (Sigma-Aldrich, MO, EUA) com o 

agente redutor e estabilizante citrato de sódio (Na3C6H5O7.2H2O) (Nuclear, SP, Brasil). 

O controle dimensional das nanopartículas foi efetuado variando-se a concentração 

do agente redutor. Inicialmente, 100 mL de 0,50 mM de ácido tetracloroáurico, foram 

transferidos para um balão de fundo redondo, a solução aquecida até 90 ºC e sob 

agitação a 700 rpm. Solução de citrato de sódio, previamente preparada, foi então 

adicionada, e o sistema foi mantido à temperatura descrita, agitando a 200 rpm 

durante 20 minutos. As soluções adquirem as colorações correspondentes a cada 

tamanho de GNPs sintetizadas apresentando um pH de 5,8. Por conseguinte, o pH foi 

ajustado a pH fisiológico com solução tampão e, posteriormente, centrifugadas 

(13.000 rpm por 15 min), lavadas duas vezes com água ultrapura e, finalmente, 

disperso em solução salina onde a concentração da solução também será ajustada. 

Para análise da morfologia e estimativa do tamanho médio das GNPs 

utilizou-se a técnica Microscopia Eletrônica Transmissão da marca JEOL, modelo JEM 

2100F de 100kV, que se encontra alocado no Laboratório Central de Microscopia 

Eletrônica – LCME, da Universidade Federal de Santa Catarina – UFSC. Na 

preparação das amostras, uma gota da solução da Triancinolona + GNPs foi 

adicionada em um grid contendo carbono (grid de cobre – 200 mesh). Após o tempo 

de secagem dos grids (24 horas), as imagens foram obtidas.  
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As análises de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de 

Fourier (FTIR) foram realizadas em espectrômetro Agilent Technologies (Cary 600 

Series). Para obtenção dos espectros, amostras de GNPs secas a 60°C foram 

incorporadas em KBr, seguido da compressão para formação de pastilhas. As 

análises foram conduzidas com varreduras na faixa de 4000 - 400 cm-1, com 

resolução de 2 cm-1. 

 

3.6 Determinações do conteúdo de citocinas 

 
As amostras foram processadas e após foi sensibilizado a placa para posterior 

incubação com o anticorpo. Para dosagem das citocinas (IFNγ, TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-

4, IL-10, TGF-β) foi utilizado o método Enzyme-linked immuno absorbent assay 

(Duoset ELISA) de captura (R&D system, inc., Minneapolis, USA). Os resultados 

foram expressos em pg/mg de proteína. 

 

3.7 Análises bioquímicas 

3.7.1 Oxidantes  

 
Diclorofluoresceína  DCFH-DA: A produção de hidroperóxidos foi 

determinada pela formação intracelular de 2',7'diclorofluoresceína (DCFHDA) a partir 

da oxidação do diacetato de 2’,7’diclorodihidrofluoresceína (DCFHDA) por ERRO. Os 

valores foram expressos em unidades de fluorescência/mg de proteína (Lebel; 

Ischiropoulos; Bondy, 1992).   

 

Indicador da Formação de Oxido Nítrico (NO): A produção de NO foi 

avaliada espectrofotometricamente através do metabólito estável nitrito. Para 

mensurar o conteúdo de nitrito, as amostras foram incubadas com reagente Griess 

(1% sulfanilamida e 0,1% de N1 (naphthyl) ethylenodiamina) em temperatura 

ambiente por 10 minutos e a absorbância será medida a 540 nm. O conteúdo de 

nitritos foi calculado com base numa curva padrão de 0 a 100 nM realizada com o 

metabólito nitrito de sódio (NaNO2). Os resultados foram calculados em µmol 

Nitrito/mg proteína (Chae et al., 2004). 
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3.7.2 Marcadores de danos oxidativos 

 
Conteúdo de Proteínas Oxidadas: foi determinado a partir do conteúdo total 

de tióis na presença de DTNB e lido e espectrofotometricamente a 412nm (Aksenov; 

Markesbery, 2001). Os valores foram expressos em µmol TNB/mg de proteína. 

 

Carbonilação de Proteínas: A oxidação de proteínas foi determinada 

mediante a quantificação de proteínas carboniladas através da reação de grupos 

carbonilas com a dinitrofenilhidrazina. Essa reação gera a formação de hidrazonas 

correspondentes. O conteúdo de carbonilas foi determinado 

espectrofotometricamente a 370nm como previamente descrito por Levine et al 

(1990). Os resultados foram calculados como nmol/mg de proteína empregando o 

coeficiente de extinção molar de dinitrofenilhidrazonas de 22.000 L. M-1.cm-1.   

 
 

3.7.3 Defesas antioxidantes 

 
Superóxido Dismutase (SOD): Foi medida pela inibição da oxidação da 

adrenalina adaptado de Bannister e Calabrese (2006). As amostras de tecido ósseo 

foram homogeneizadas em tampão de glicina. Os volumes de 5, 10 e 15 µl foram 

retirados da mesma, a qual 5 ml de catalase (0,0024 mg/mL de água destilada), 

tampão de glicina 175185mL (0,75g em 200 ml de água destilada a 32°C, pH 10,2), 

5ul adrenalina (60mM em água destilada +15ml/ml de HCl fumegante) foram 

adicionados. As leituras foram realizadas por 180s em intervalos de 10s e medido em 

leitor de ELISA a 480nm. Os valores foram expressos em 

unidade de SOD por miligrama de proteína (U/mg de proteína).  

 
Glutationa (GSH): Os níveis de GSH foram determinados como descrito por 

Hissin &Hilf (1976), com algumas adaptações. GSH foi mensurado em homogenato 

ósseo após precipitação de proteína com 1 mL proteína de ácido tricloroacético 10%. 

Em parte da amostra foi adicionado um tampão de fosfato 800 mM, pH 7,4 e 500 µm 

DTNB. O desenvolvimento de cor resultante a partir da reação entre o DTNB e tióis 

atinge um máximo em 5 minutos e mantém-se estável durante mais de 30 min. A 

absorbância foi lida a 412nm depois de 10 min. Uma curva padrão de glutationa 
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reduzida foi usada para calcular os níveis de GSH nas amostras. Os valores foram 

expressos em µmol/mg de proteína. 

 

3.7.4 Conteúdo de Proteínas 
 

O teor de proteína a partir de tecido ósseo homogeneizado foi ensaiado 

utilizando albumina de soro bovino como um padrão (Lowry et al., 1951). Reagente 

fosfomolíbdicofosfotúngstico (Folin fenol) foi adicionado para ligar-se à proteína. O 

reagente foi lentamente reduzido passando de amarelo para azul. Absorbância foi lida 

a 750nm.  

 

3.8 Procedimento para análise de dados 

 
Os dados foram expressos em média e erro padrão médio e analisados 

estatisticamente pela análise de variância (ANOVA) one-way, seguido pelo teste post 

hoc Tukey. O nível de significância estabelecido para o teste estatístico foi de P<0,05. 

Foi utilizado o SPSS (Statistical Package for the Social Sciences) versão 17.0 como 

pacote estatístico. 

 

4 RESULTADOS  
 

4.1 Caracterização das GNPs 

  

A partir das análises de TEM (Figura 3), pode ser observado que as GNPs 

apresentaram um tamanho na faixa de 20nm e morfologia esférica (Vechia et al. 

2020). A presença da triancinolona nã alterou a morfologia das GNPs. Para 

confirmação da funcionalização da superfície do GNPs pelos íons citrato e para avaliar 

possíveis interações entre a triancinolona e as GNPs, analises de FTIR foram 

realizadas (Figura 3). Como pode ser observado na Figura X, as GNPs apresentaram 

pico do grupo citrato em 1588 v (C=O) e 1394 v (COO-), confirmando a formação das 

GNPs (Vechia et al. 2020). Triancinolona puro apresentou picos de absorção em 3392 

cm-1 (O-H) e a 1735 cm-1 (C=O). Outros picos são característico da triancinolona 

acetonida em 1129 cm-1 (C-O-C) e a 1055 cm-1 (C-F) (García-Millán et al. 2017). Os 

resultados não confirmaram qualquer ligação covalente entre a triancinolona e as 
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GNPs, no entanto outras analise são necessárias. Por fim, pode se sugerir uma 

ligação eletrostática (não covalente) entre a triancinolona e as GNPs.  

   

    

 

 

 

Figura 3. Analises de espectrometria por ATR-FTIR da triancinolona, GNPs e TH + GNPs. 

 

4.2 Avaliação dos níveis de citocinas pró-inflamatórias  

  
Na figura 4 estão representados os níveis das citocinas pró-inflamatórias 

IFN-γ, TNF-α, IL-1β e IL-6. Observa-se, conforme a figura 4A, que os grupos OA, OA 

+ TH, OA + GNPs e OA + TH-GNPs apresentaram um aumento significativo de IFN-γ 

em relação ao grupo Sham, sendo que o grupo OA + TH apresentou aumento 

significativo em relação ao grupo OA nesta citocina específica. Na Figura 4B observou-
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se que o TNF-α apresentou aumento significativo nos grupos OA e OA+TH em relação 

ao grupo Sham, e demonstrou-se redução significativo desta citocina no grupo OA + 

TH-GNPs quando comparado ao grupo OA. Na figura 4C observa-se aumento 

significativo de IL1β nos grupos OA, OA + TH e OA + GNPs em relação ao grupo 

Sham. Os níveis de IL-1β no grupo TH-GNPs foram semelhantes ao grupo Sham. Na 

figura 4D observamos aumento significativo de IL-6 no grupo OA + TH-GNPs em 

relação ao grupo OA e grupo Sham, sem diferença significante nos demais grupos 

intervenção. 

 

 

Figura 4: Efeitos dos tratamentos com TH e GNPs sobre os níveis proteicos de citocinas pró-
inflamatórias. Níveis de IFN – γ (A), TNF-α (B), IL1-β (C) e IL-6 (D), avaliados por ELISA. Os dados 
são apresentados em Média ± EPM, no qual: #p <0,05 versus Sham; *p<0,05 versus Grupo OA; 
**p<0,01 versus Grupo OA; ***p<0,001 versus Grupo OA; $p<0,0001 versus Grupo OA (ANOVA de 1 
via seguido de teste post hoc de Tukey). 

4.3 Avaliação dos níveis de citocinas anti-inflamatórias e fator de crescimento 

 
Na figura 5 estão quantificados os níveis das citocinas anti-inflamatórias IL-10 

e IL-4 e do fator de crescimento TGF-β. Como mostra a figura 5A, os níveis de IL-10 

apresentaram aumento significativo nos grupos de intervenção terapêutica, OA + TH, 

OA + GNPs e OA + TH-GNPs em relação ao grupo OA e Sham. Os níveis de IL-4 

(figura 5B) demonstraram um aumento significativo nos grupos de intervenção em 

relação aos grupos Sham e OA. 
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Além disso, os níveis de TGF-β apresentaram aumento significativo apenas no 

grupo tratado como OA + TH-GNPs em relação aos grupos Sham e grupo OA (Figura 

5C). 

   

 

Figura 5: Efeitos dos tratamentos com TH e GNPs nos níveis proteicos de citocinas anti-
inflamatórias e fator de crescimento. Níveis de IL10 (A), IL4 (B), TGF-β (C), avaliados por ELISA. Os 
dados são apresentados em Média ± EPM, no qual: #p <0,05 versus Sham; *p<0,05 versus Grupo OA; 
**p<0,01 versus Grupo OA; ***p<0,001 versus Grupo OA; $p<0,0001 versus Grupo OA (ANOVA de 1 
via seguido de teste post hoc de Tukey). 
 

4.4 Avaliação dos níveis de oxidantes  

 
Para avaliação de parâmetros oxidativos analisou-se os níveis de DCF e Nitrito. 

Os níveis de DCF na cartilagem articular foram significativamente maiores no grupo 

OA em relação ao grupo Sham, mas não houve diferença nos grupos de intervenção 

em relação aos outros grupos (Figura 6A). Os níveis de nitrito no grupo OA foram 

significativamente maiores em relação ao grupo Sham, e significativamente menores 

nos grupos de intervenção em relação ao grupo OA (Figura 6B).  
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Figura 6: Efeitos dos tratamentos com TH e GNPs nos níveis dos oxidantes DCF e Nitrito. Níveis 
de DCF (A) e Nitrito (B). Os dados são apresentados em Média ± EPM, no qual: #p <0,05 versus Sham; 
*p<0,05 versus Grupo OA; **p<0,01 versus Grupo OA; ***p<0,001 versus Grupo OA; $p<0,0001 versus 
Grupo OA (ANOVA de 1 via seguido de teste post hoc de Tukey). 
 

4.5 Dano oxidativo  

 
A fim de avaliar o dano oxidativo, foram analisados os níveis de carbonil e 

o conteúdo de sulfidrilas. Na avaliação de carbonilação de proteínas podemos 

observar um aumento significativo no grupo OA em relação ao grupo Sham. Todos os 

grupos tratados com TH e/ou GNPs tiveram uma redução significativa em relação ao 

grupo OA (Figura 7A). Por fim, os níveis de sulfidrila, demonstrado na figura 7B, 

apresentaram uma redução significativa nos grupos OA, OA-TH e OA + GNPs em 

relação ao sham e um aumento significante no grupo OA + TH-GNPs em relação ao 

grupo OA.   
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Figura 7: Efeitos dos tratamentos com TH e GNPs sobre os marcadores de dano oxidativo: 
carbonila e sulfidrila. Níveis de Carbonil (A) e Sulfidrila (B). Os dados são apresentados em Média ± 
EPM, no qual: #p <0,05 versus Sham; *p<0,05 versus Grupo OA; **p<0,01 versus Grupo OA; ***p<0,001 
versus Grupo OA; $p<0,0001 versus Grupo OA (ANOVA de 1 via seguido de teste post hoc de Tukey). 
 

4.6 Sistema antioxidante  

 
Para avaliar a atividade do sistema antioxidante articular frente ao modelo 

mecânico de OA e aos tratamentos, foi mensurado a atividade da SOD e os níveis de 

GSH (Figura 8A e 8B). Na atividade das enzimas SOD e nos níveis de GSH podemos 

observar uma redução significativa no grupo OA em relação ao grupo Sham e 

aumento significativo nos grupos OA + GNPs e OA + TH-GNPs em relação ao grupo 

OA. O grupo OA + TH não demonstrou diferença significante em relação ao grupo OA.   
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Figura 8: Efeitos dos tratamentos com TH e GNPs nos marcadores de sistema antioxidante SOD 
e GSH.  Níveis de SOD (A) e GSH (B). Os dados são apresentados em Média ± EPM, no qual: #p <0,05 
versus Sham; *p<0,05 versus Grupo OA; **p<0,01 versus Grupo OA; ***p<0,001 versus Grupo OA; 
$p<0,0001 versus Grupo OA (ANOVA de 1 via seguido de teste post hoc de Tukey). 
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5 DISCUSSÃO 
 

Ao longo dos anos, tornou-se evidente que a rede de citocinas pro-

inflamatórias contribuem substancialmente para a patogênese da OA. Acredita-se que 

um aumento na expressão de citocinas pró-inflamatórias na cartilagem, na membrana 

sinovial e no osso subcondral esteja ligado ao desenvolvimento e progressão de 

alterações estruturais na articulação da OA (Kapoor et al., 2011). O modelo 

experimental de OA utilizado mimetizou este aspecto da doença, ao demonstrar 

aumento das citocinas pró-inflamatórias. 

A terapia combinada de TH-GNPs resultou em diminuição significativa de 

TNFα. O TNFα parece desempenhar um papel central no desequilíbrio entre os 

processos anabólicos e catabólico dos pacientes com OA, podendo desregular a 

síntese dos principais componentes da matriz extracelular através da inibição da 

atividade anabólica dos condrócitos, da síntese de proteínas de ligação e colágeno 

tipo II e estimulação dos condrócitos para liberação de MMPs (Han et al., 2012).  

Estudos experimentais sugerem que a supressão da inflamação sinovial, da produção 

de citocinas e da síntese de MMPs com GC intra-articulares poderia reduzir danos 

estruturais e limitar progressão da doença em doenças articulares, como a OA. A 

hipótese  de que a supressão sustentada da sinovite poderia não apenas proporcionar 

alívio prolongado da dor, mas também limitar a progressão estrutural na OA (DiBattista 

et al., 1991; Pelletier et al., 1993).  

O estudo de Lu et al. (2011) sobre os efeitos de um corticosteroide no curto 

prazo em cartilagem bovina, demonstrou que seu uso bloqueou a perda de 

glicosaminoglicanos da matriz extracelular e reverteu a redução da biossíntese 

induzida pelo TNFα. Um estudo avaliou os efeitos terapêuticos da triancinolona de 

liberação prolongada em um modelo murino de OA de joelho induzida, demonstrando 

melhora histológica significativa da inflamação, formação de pannus, dano na 

cartilagem e reabsorção óssea no grupo tratado (Kumar et al., 2015).  A ação benéfica 

de GC intra-articulares é dose e tempo-dependente, e as doses e medicações 

utilizadas em estudos experimentais é bastante variável (Wernecke; Braun; Dragoo, 

2015). Em humanos, alteração na evolução radiográfica da doença com estas 

medicações ainda não foi demonstrada (McAlindon et al., 2017). 

O uso de GNPs intra-articular produz regulação negativa da expressão de 

IL-1β, prostaglandina E2 e ciclooxigenase-2. As vias de sinalização intracelulares 
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associadas a IL-1B resultam em aumento na produção de MMP-1, MMP-3, MMP-13, 

ADAMTS-4, ADAMTS-5,  TNFα , síntese de NO e PGE2, fatores que são associados 

a redução a produção de elementos da MEC (Wojdasiewicz et al., 2014). Foi 

observado no grupo TH-GNPs que o nível de IL-1β foi semelhante ao grupo Sham e 

menor em relação aos outros grupos, evidenciando o efeito anti-inflamatório desta 

terapia combinada. 

A IL-6 é uma citocina pleiotrópica com uma ampla gama de atividades 

biológicas na regulação imune e inflamação, além de processos metabólicos, 

proliferativos e regenerativos. Na última década, ficou claro que a IL-6 utiliza duas vias 

diferentes para mediar seus efeitos biológicos: a via clássica, ou sinalização cis; e a 

via de sinalização trans. A via clássica é responsável por efeitos anti-inflamatórios, 

podendo controlar a extensão das respostas inflamatórias teciduais. Dependendo do 

tecido, o uso de IL-6 recombinante induz a liberação do antagonista do receptor de IL-

1, do receptor solúvel de TNF e promove inibição do TNFα (Xing et al., 1998). Foi 

observado no presente estudo elevados níveis de IL-6 no grupo TH-GNPs, que 

paralelo ao nível mais baixo de TNFα observado neste mesmo grupo, pode estar 

relacionado a ocorrência de eventos anti-inflamatórios associados a IL-6. Níveis 

elevados de IL-6 nas articulações com OA estão associados ao aumento dos níveis 

de MMPs, bem como à gravidade radiográfica da OA em idosos, mas no contexto de 

nosso estudo não é possível afirmar esta associação sem a disponibilidade dos 

estudos histológicos. (Stannus et al., 2010; Vuolteenaho et al., 2017).  

Interferons podem limitar a inflamação estimulada por IL-1 e a destruição 

de tecidos inibindo mediadores inflamatórios e MMPs (MMP-3, MMP-9) (Ahmad et al., 

2007). Há evidências demonstrando ações anti-inflamatórias do IFN-γ através da forte 

inibição da atividade do promotor de MMP-13 induzida por IL-1 e a sua expressão 

gênica em condrócitos de indivíduos saudáveis (Hu et al., 2005). Foi observado no 

presente estudo aumento significante de IFN-γ no grupo OA + TH, mas sem diferença 

significante nos demais grupos. O uso isolado TH aumentou a expressão de IFN-γ 

mas sua associação com GNPs não produziu os mesmos resultados.  

Várias citocinas anti-inflamatórias, como IL-4 e IL-10, são encontradas em 

níveis aumentados no líquido sinovial de pacientes com OA. Sua ação diminui a 

produção e atividade de citocinas pró-inflamatórias, como a IL-1, podendo ter efeitos 

estimuladores ou protetores diretos no metabolismo dos condrócitos (Zhang et al., 

2014). Houve aumento destas citocinas em todos os grupos de tratamento, levantando 
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a possibilidade de redução de danos teciduais resultantes da inflamação presente da 

OA.   

A concentração de TGF-β foi significativamente maior no grupo TH-GNPs, 

sem diferença nos demais grupos. Normalmente, o TGF-β desempenha um papel 

importante e protetor na manutenção do fenótipo diferenciado de condrócitos, auxilia 

no reparo celular e pode modular o microambiente dos condrócitos favorecendo um 

ambiente para a regeneração da cartilagem (Shen et al., 2014; Van Der Kraan, 2018). 

Os melhores resultados observados nesta e outras análises realizadas no grupo TH-

GNPs podem estar relacionados ao fato da conjugação com GNPs aprimorar 

medicamentos ao promover liberação controlada e prolongada da substância nele 

ligada, reduzindo os efeitos adversos associados,  promover proteção contra 

inativação do medicamento antes de chegar ao local de ação, aumentar a penetração 

intracelular e aumentar da atividade farmacológica (Marangoni et al., 2013) 

O estresse oxidativo tem papel prejudicial em muitas células, sendo 

associado a doenças e ao envelhecimento. Articulações com OA possuem níveis 

elevados de estresse oxidativo e EROs, estando associados a progressão da doença 

(Lepetsos e Papavassiliou, 2016). A inflamação local, também ativa o fator de 

transcrição NF-kB, através da ativação de IkB kinase (IKK), degradação de IKB pelo 

sistema ubiquitina-proteassomo e transporte de NF-kB ativado do citoplasma para o 

núcleo. No núcleo, os NF-kB ativados se ligam à região promotora do gene alvo e 

regulam a produção de citocinas pró-inflamatórias, COX-2 e outros mediadores 

inflamatórios que levam à destruição da cartilagem (Khan e Khan, 2018). A modulação 

da via NF-κB pelo estresse oxidativo é dependente de contexto específico e do tipo 

celular, mas na OA está associada a produção de enzimas catabólicas, citocinas e 

aumento do estresse oxidativo produzindo ciclo de retroalimentação (Olivotto et al., 

2015). O modelo de OA induziu um aumento na produção de oxidantes (DCF e nitrito) 

e de marcadores de dano celular oxidativo, com redução de Sulfidrila e aumento de 

Carbonil. O tratamento com TH ou GNPs, utilizado isoladamente ou em combinação, 

reduziu os marcadores de estresse oxidativo de forma semelhante, sendo observado 

um aumento significante em sulfidrila no grupo TH-GNPs em relação aos demais 

grupos.  

As GNPs possuem cargas positivas, estabilizando-se através da ligação 

com moléculas de carga negativa, como os radicais livres, atenuando notavelmente o 

desequilíbrio no nível de antioxidantes e oxidantes. Inibem significativamente os 
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efeitos da inflamação através da supressão das vias inflamatórias relacionadas a 

produção de citocinas pró-inflamatórias, NF-kB, COX-2 e iNOS. Estes achados foram 

descritos em um estudo que avaliou o uso de GNPs em um modelo experimental de 

artrite (Khan; Khan, 2018). Adicionalmente, as GNPs aumentam os níveis de NRF2, e 

esta via de sinalização leva à indução de vários efetores antioxidantes e genes 

citoprotetores, como SOD2, catalase e heme oxygenase-1, promovendo a proteção 

dos condrócitos com OA. Isto resulta em redução no desequilíbrio redox induzido por 

IL-1β e redução na morte apoptótica, e subsequentemente, melhora a sobrevida dos 

condrócitos, impede danos e disfunções mitocondriais (Goldstein et al., 2016; Khan et 

al., 2018) 

Os glicocorticoides sintéticos visam aliviar a inflamação e a dor na OA. Sua 

ação anti-inflamatória ocorre através da sinalização do receptor GC resultando em 

ações genômicas e não-genômicas, com ligação e bloqueio de sítios promotores de 

genes pró-inflamatórios, como IL-1, recrutamento de diversos fatores de transcrição 

para sequências promotoras de genes que codificam produtos anti-inflamatórios, 

inibição da síntese de quase todas as citocinas inflamatórias conhecidas e diminuição 

da estabilidade do RNA mensageiro que as codifica. Muitas destas ações são 

alcançadas por competição ou bloqueio da função de fatores de transcrição, como o 

NF-kB e ativador da proteína 1 (AP-1), ou pelo aumento do IKB (Auphan et al., 1995; 

Rhen e Cidlowski, 2005). Nos condrócitos e fibroblastos sinoviais estes mecanismos 

também inibem a produção de NO e expressão do iNOS (Ha et al., 2008; Vuolteenaho 

et al., 2001). Os níveis de citocinas pró-inflamatórias não foram significativamente 

reduzidos no grupo OA + TH, isto pode ter sido relacionado a meia-vida da TH em 

relação a posologia do estudo e o momento em que foi realizado a eutanásia dos ratos 

para a análise bioquímica. Foi observada redução nos níveis de nitrito em todos os 

grupos de tratamento, incluindo o que utilizou glicocorticoide isoladamente, de acordo 

com os mecanismos de ação descritos acima. 

Paralelo ao aumento do estresse oxidativo observado na doença, os 

antioxidantes, como a SOD e GSH, são encontrados em níveis reduzidos no líquido 

sinovial e na cartilagem de articulações com OA, em comparação com articulações 

normais. A SOD parece proteger as proteínas e macromoléculas da matriz extracelular 

vulneráveis a lesão oxidante e proteger o ácido hialurônico do líquido sinovial de ser 

clivado oxidativamente pelo superóxido. A GSH funciona como antioxidante 

intracelular e sua depleção está associada a maior morte celular de condrócitos 
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estressados oxidativamente (Regan et al., 2008). O modelo de OA utilizado em nosso 

estudo reproduziu estes achados com diminuição nas atividades das enzimas SOD e 

GSH. Os grupos tratados com GNPs apresentaram aumento na atividade das enzimas 

antioxidantes mensuradas, e este achado é compatível com o evidente papel das 

GNPs como agentes antioxidantes. Este achado não foi observado no grupo OA-TH.  

É importante mencionar que o uso de GNPs ou GC intra-articulares em 

estudos experimentais possui resultados variados quanto a citotoxicidade ou benefício 

histológico, e são dependentes do modelo experimental utilizado, posologia, tamanho 

e concentração das GNPs utilizados, havendo grande diversidade entre os trabalhos.  

Os GC podem ter efeitos deletérios histológicos quando utilizados nas 

articulações normais. Em contraste, na OA eles reduzem a degeneração da matriz 

extracelular inibindo diretamente processos catabólicos exagerados, como o aumento 

de MMPs, e indiretamente via amplos efeitos anti-inflamatórios que limitam as 

alterações fenotípicas dos condrócitos que são mediadas pela inflamação. Estes 

efeitos condroprotetores dos GC no contexto da OA são suportados por vários estudos 

realizados em animais de diferentes de espécies, demonstrando uma redução na 

danos estruturais na articulação, restauração da biossíntese da matriz e redução da 

perda de proteoglicanos (Bodick et al., 2018). Especificamente com triancinolona, dois 

estudos em cultura de condrócitos demonstraram que a triancinolona é condrotóxica 

em todas as doses examinadas. No entanto, estudos em animais e humanos apoiam 

a possível proteção da triancinolona em lesões condrais induzidas ou OA estes efeitos 

são dependentes de dose (Wernecke et al., 2015). 

As GNPs intra-articulares usadas em modelos in vivo de artrite 

demonstraram efeito benéfico, como atividade antiangiogênica e redução da infiltração 

de macrófagos, atenuando a inflamação da artrite (Tsai et al., 2007). Importante 

mencionar que um estudo em cultura de condrócitos demonstrou que GNPs de 13 nm 

induzem apoptose de condrócitos via dano mitocondrial independente de EROs, 

porém com GNPs de 3 e 45 nm, este achado não foi observado (Huang et al., 2016). 

Estes resultados demonstram que para a utilização de GNPs no tratamento OA é 

importante atentar para a citotoxicidade tamanho-dependente em condrócitos. 

Há uma grande variedade de esquemas posológicos utilizados em estudos 

experimentais de GNPs e GC na literatura. A realização de um experimento com 

diferentes doses e intervalos de aplicação poderia aprimorar os resultados obtidos em 

nosso estudo, encontrando o esquema com melhor desfecho anti-inflamatório e 
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antioxidante. Os melhores resultados no grupo TH-GNPs podem estar relacionados a 

possível alteração farmacodinâmica de TH quando associada a GNPs ou mesmo aos 

efeitos aditivos das duas terapias quando utilizadas conjuntamente. 
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6 CONCLUSÃO 
 
 

O tratamento intra-articular com TH e GNPs demonstrou efeitos anti-

inflamatórios e antioxidantes, com redução de citocinas pro-inflamatórias, aumento 

das citocinas anti-inflamatórias, redução de oxidantes e dano oxidativo com aumento 

da atividade antioxidante, e essas alterações foram mais evidentes no grupo de 

tratamento combinado com TH-GNPs.  

Futuros estudos com diferentes esquemas posológicos poderão otimizar os 

desfechos observados e descrever melhor os mecanismos de ação. Além disso, os 

resultados das alterações histopatológicas poderão trazer informações adicionais 

sobre as intervenções realizadas neste experimento.  
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