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El Abras Ankha MV. Uso de &cido hialurdnico associado com plasma rico em
plaquetas na regeneracdo de defeitos do disco articular e da superficie
osteocondral causados pela osteoartrite na ATM [tese]. Sdo José dos Campos
(SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciéncia e Tecnologia,
2018

RESUMO

Estudos anteriores sugerem que o acido hialurénico (AH) e o plasma rico em
plaquetas (PRP) tém potencial para melhorar o processo de cicatrizagcdo da
cartilagem e diminuir a progressdo da osteoartrite. No entanto, poucas pesquisas
avaliam seu efeito sinérgico. Este trabalho tem como objetivo avaliar o efeito do
AH associado ao PRP na regeneracdo do disco articular e da superficie
osteocondral da articulacdo temporomandibular (ATM). A osteoartrite sera
induzida por meio da perfuracéo bilateral do disco articular de coelhos. Quarenta
coelhos foram divididos em 4 grupos, conforme o procedimento: sem
lesdo(SL)/sem tratamento(ST) (n=4), leséo(L)/sem tratamento (ST) (n=12), L/AH
(n=12), L/AH+PRP (n=12). Quatro coelhos do grupo SL/ST foram eutanasiados
no tempo zero. Apos 8 e 24 semanas da perfuracdo dos discos articulares, seis
coelhos dos grupos L/ST, L/AH e L/AH+PRP foram eutanasiados. O disco
articular foi avaliado radiograficamente para visualizar possiveis calcificagdes.
Foi realizada analise macroscépica e histolégica do disco e do codndilo
mandibular. Foi utilizada a analise histoquimica por Picrosirius Red para avaliar
a presenca de colageno | e Il e a anélise imuno-histoquimica do colageno | e II.
As porcentagens de marcacdo obtidas nas analises histoquimica e imuno-
histoquimica foram avaliadas estatisticamente, adotando-se o nivel de
significancia de 5%. Macroscopicamente, o disco articular nos grupos tratados
apresentou, na maioria dos espécimes, preenchimento parcial ou total do defeito
criado. Os condilos apresentaram, na maioria dos espécimes, irregularidade da
superficie osteocondral. Radiograficamente, apds 24 semanas da perfuracdo do
disco, focos de radiopacidade foram observados nos grupos nao tratados e em
alguns dos espécimes dos tratados. Na analise histoldgica foi confirmada a
presenca de material mineralizado, proximo e distante da perfuracdo, além de
diminuicéo da celularidade e fibrose. Na analise histoquimica, a porcentagem de
colageno | prevaleceu com relacdo ao colageno Ill, tanto no disco quanto no
condilo, independentemente do grupo e periodo avaliado. Entretanto, no disco ndo
houve diferenca estatistica significativa. No condilo, L/AH e L/AH+PRP nos
periodos de 8 e 24 semanas apresentaram uma porcentagem de colageno |
significativamente maior que L/ST (p<0,05). A expressao imuno-histoquimica de
colageno | e 1l no disco ndo apresentou diferenca estatistica significante. No
condilo, a expressdo do colageno | apresentou diferenca significativa entre os



grupos (p=0,00) e os periodos (p=0,05). O grupo L/AH+PRP de 24 semanas
apresentou maior porcentagem de marcacao positiva para coladgeno I, que era
diferente dos grupos SL/ST e L/ST, porém sem diferenca estatistica com relacéo
ao L/AH. Em conclusdo, os tratamentos da osteoartrite com AH ou PRP associado
ao AH mostram resultados promissores, ajudando na reducéo do defeito criado no
disco, porém, sem resultados satisfatorios como protetores da superficie
osteocondral, na presenca de perfuracéo discal.

Palavras-chaves: Osteoartrite. Disfuncdo temporomandibular. Regeneragao
tecidual. plasma rico em plaquetas. Acido hialurdnico



El Abras Ankha MV. Use of hyaluronic acid associated with platelet rich plasma
in the regeneration of defects of the articular disc and the osteochondral surface
caused by osteoarthritis in the TMJ [doctorate thesis]. S&o José dos Campos (SP):
Séo Paulo state University (Unesp), Institute of Science and Technology, 2018.

ABSTRACT

Previous studies have suggested that hyaluronic acid (HA) and platelet-rich
plasma (PRP) have the potential to improve the healing process of cartilage and
decrease the progression of osteoarthritis. However, few studies have evaluated
their synergistic effect. This study aims at evaluating the effect of HA associated
with PRP on the regeneration of the articular disc and the osteochondral surface
of the temporomandibular joint (TMJ). Osteoarthritis was induced by means of
bilateral perforation of the articular disc of rabbits. Forty rabbits were divided
into 4 groups, according to the procedure: without lesion (WL)/without treatment
(WT) (n = 4), lesion (L)/without treatment (WT) (n = 12), L/HA (n = 12), L/
HA+PRP (n = 12). Four rabbits from group G1 were euthanized at time zero.
After 8 and 24 weeks of joint disc perforation, six rabbits from groups L/WT, L/HA
and L/HA+PRP were -euthanized. The articular disc was evaluated
radiographically to visualize possible calcifications. Macroscopic and
histological analysis of the disc and the mandibular condyle were performed. The
histochemical analysis by Picrosirius Red was used to evaluate the presence of
collagen | and Ill, as well as the immunohistochemical analysis was used to
evaluate the expression of collagen | and Il. The percentages of staining obtained
from the histochemical and immunohistochemical analysis were statistically
evaluated, adopting the significance level of 5%. Macroscopically, the articular
disc in the treated groups presented in most of the specimens partial or total filling
of the defect created. The condyles presented, in most of the specimens,
degeneration of the osteochondral surface. Radiographically, after 24 weeks of
disc perforation, foci of radiopacity were observed in the untreated and in some
of the specimens of treated groups. Histological analysis confirmed the presence
of mineralized material, close and distant to perforation, as well as decreased
cellularity and fibrosis. In the histochemical analysis, the percentage of collagen
| prevailed in both disc and condyle, independently of the group and period
evaluated. However, in the disc there was not statistical difference. In the condyle,
L/HA and L/HA+PRP in the periods of 8 and 24 weeks presented a percentage of
collagen I significantly higher than L/WT (p <0.05). The expression of collagen |
and Il in the disc did not present significant statistical difference. In the condyle,
the expression of collagen | was statistically different between the groups (p =
0.00) and the periods (p = 0.05). The 24-week L/HA+PRP group had a higher



percentage of positive marking for collagen I, which was different from the
WL/WT and L/WT groups, but with no statistical difference with respect to L/HA.
In conclusion, the treatment of osteoarthritis with HA or PRP associated with HA
shows promising results, helping to reduce the defect created in the disc, but
without satisfactory results as protectors of the osteochondral surface, in the
presence of perforation of the disc.

Keywords: Osteoarthritis. Temporomandibular dysfunction. Tissue regeneration.
Platelet rich plasma. Hyaluronic acid.
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1 INTRODUCAO

Artrite e outras condicdes reumaticas representam atualmente a principal
causa de incapacidade nos EUA. Estas alteracOes atingem hoje 6% da populagéo
acima dos 30 anos de idade, sendo que em 2030 essa porcentagem devera atingir
25% da populacéo, tornando-se um problema para a satde publica (Bijlsmaet al.,
2011; Wang SZ et al., 2015).

Estudos epidemiologicos mostraram que 8,9% da populacdo em geral
sofrem de osteoartrite da articulacdo temporomandibular (OA-ATM), e a
prevaléncia relatada de OA-ATM em pacientes com disfuncéo
temporomandibular (DTM) e de até 55,6% (Bousnaki et al., 2017; Manfredini et
al., 2006).

Os desarranjos internos da articulacdo temporomandibular (DIATM)
estdo caracterizados pela degeneracdo focal da superficie osteocondral como,
erosdo 0ssea, esclerose, e formacédo de ostedfitos na superficie condilar (Roh et
al., 2012; Li et al., 2015), assim como alteracdo da composi¢do bioguimica e
viscocidade do liquido sinovial, levando a perda da funcdo (Wang L, Detamore,
2007; Bijlsma et al., 2011; Wang SZ et al., 2015).

Fatores genéticos predisponentes, além de fatores metabolicos,
bioquimicos e biomecénicos contribuem para o aparecimento e desenvolvimento
de doencas cronicas degenerativas na ATM (Wang L, Detamore, 2007; Wang SZ
et al., 2015).

A etiologia e progressao dos DIATM sdo mal compreendidas e, como
resultado, as opcOes de tratamento séo limitadas. Por causa da natureza complexa
e Unica de cada caso de DIATM, o diagndstico requer uma andlise especifica do

paciente, acompanhado por varias modalidades de diagnéstico. Da mesma forma,
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0 tratamento requer planos personalizados para atender as caracteristicas
especificas da doenca de cada individuo.

No ambiente ativo da ATM, do ponto de vista mecanico e bioguimico,
para o tratamento das DTMs, existe na atualidade a visco-suplementacdo. Esta
consiste da aplicacéo de substancias com propriedades analgésicas e lubrificantes,
idealizada para substituir o liquido sinovial perdido ou diminuido por causa da
OA, para melhorar a funcdo (Legré-Boye, 2015). Para que esta modalidade de
tratamento seja efetiva, multiplas aplicacbes devem ser feitas, resultando em
incodmodo para o paciente. Em vista disso, abordagens além desta terapéutica que
possam restaurar de forma permanente a funcionalidade em uma unica aplicacéo,
tornam-se uma necessidade.

Varios estudos tém procurado uma abordagem terapéutica que
proporcione alem de analgesia e lubrificacdo, propriedades reparadoras e
regeneradoras das estruturas sinoviais das articulagcdes em geral (Jonnalagadda,
Rivero, 2014; Elmallah et al., 2015). Uma abordagem € a engenharia dos tecidos,
que aplica conhecimentos de engenharia, medicina e ciéncias da vida, para o
desenvolvimento de substitutos bioldgicos, com o objetivo de restaurar, manter
ou melhorar a funcéo do tecido lesionado ou perdido.

Para que um substituto bioldgico possa corresponder as propriedades
geométricas, bioquimicas e biomecanicas nativas de tecidos articulares saudaveis,
requer-se um conhecimento profundo das caracteristicas do tecido nativo a ser
reparado ou substituido (Murphy et al., 2013).

As articulagbes estdo conformadas por cartilagem hialina, 0sso
subcondral, liquido sinovial e uma membrana sinovial que envolve estas
estruturas. A ATM além destes componentes apresenta um disco
fibrocartilaginoso que, ao contrario da cartilagem hialina, consiste de um tecido
conjuntivo denso com baixa densidade celular e uma limitada rede vascular

restrita a regido periférica (Madeira et al., 2015).
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O disco da ATM situa-se em uma cavidade entre o condilo mandibular e
a superficie articular do osso temporal, dividindo a cavidade em dois
compartimentos, supra e infra discal. O disco tem basicamente duas por¢des: uma
anterior e outra posterior. A primeira delas, relacionada com a parte funcional da
articulacdo, é dividida em trés bandas: uma banda anterior, uma intermediaria e
uma posterior; constituidas por tecido conjuntivo denso, avascular, semelhante ao
tecido que reveste o condilo (Murphy et al., 2013).

As células que conformam o disco articular estdo dispostas de forma
homogénea e apresentam caracteristicas semelhantes a condrécitos e fibroblastos.
Embora ambos os tipos de células sejam distribuidos por todo o disco, as células
na porgéo central da banda intermediaria, tendem a ser semelhantes a condrocitos,
enguanto as células na periferia do disco tendem a ser semelhantes a fibroblastos.
A celularidade ¢ maior nas bandas anterior e posterior do que na banda
intermediaria, podendo existir variacoes entre as espécies. Tem sido relatado que,
com a idade, o disco torna-se mais fibroso e acelular (Berkovitz, Pacy, 2002).

Em termos de sua composi¢do bioquimica, o disco é altamente fibroso,
tendo um contedo de baixo teor de glicosaminoglicanas (GAG), alto teor de
colageno tipo I, e alta quantidade de agua. (Sindelar et al., 2000). O componente
primario da matriz extracelular (MEC) é o colageno. O disco articular mostra um
alinhamento de colageno em forma de anel ao longo da periferia e alinhamento
anteroposterior através da regido central. Esta anisotropia contribui para a relacao
estrutura-funcdo do disco, suportando as forgcas de tracdo impostas a0 mesmo
(Murphy et al., 2013).

Em condicdes fisioldgicas, o disco esta adaptado para suportar as cargas
mecéanicas durante a funcdo mastigatoria, ja que possui um baixo coeficiente de
atrito, tornando-o resistente ao cisalhnamento e as forcas de compressao (Bijlsma
et al., 2011). N&o obstante, a escassez de fatores de crescimento envolvidos na

cicatrizacdo, em combina¢do com uma espessa e hipdxica matriz extracelular



15

(MEC), resulta em um baixo potencial de cura intrinseco quando lesionado.
(Madeira et al., 2015).

O coOndilo articular no adulto estd conformado por 4 zonas: fibrosa,
proliferativa, madura e hipertrofica, que se encontram esquematizadas na figura
1.

A zona fibrosa é conformada por tecido conjuntivo denso, avascular, com
feixes de colageno tipo | e tipo Il, sendo este Gltimo observado em pouca
quantidade. Estas fibras encontram-se orientadas paralelamente a superficie
articular. Escassos fibroblastos estdo situados entre as fibras colagenas, alguns
dos quais de formato arredondado, com aspecto de fibrocondrocitos (Wang L et
al., 2009; Kalpakci et al., 2011).

A zona proliferativa € uma fina camada que contem células mesenquimais
indiferenciadas, que podem se diferenciar em condrécitos ou fibroblastos. Esta
separa a zona fibrosa das zonas madura e hipertrofica, e fornece novas células,
tanto para a camada superficial quanto para a subjacente. (Klinge, 1996). A zona
proliferativa esta conformada por colageno tipo I, observado na maioria das vezes
como fibras dispersas. Assim como na zona fibrosa, a zona proliferativa contem
versicano (Roth et al., 1997).

As zonas subjacentes, madura e hipertrofica, incluem condrécitos
maduros e diferenciados, além de colageno de ambos os tipos | e 1l (Teramoto et
al., 2003; Wang L et al., 2009; Murphy et al., 2013). Subjacente a estas camadas
encontra-se 0 0sso condilar que apresenta uma organizacdo lamelar, com areas

esponjosas e compactas.
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Figura 1- Representacdo esquematica da cartilagem condilar

Fibrous Zone

Proliferative Zone

Legenda: Zona fibrosa: orientacdo anisotropica das fibras, anteroposterior (predominantemente
coldgeno tipo | e proteoglicanos semelhantes a versicam). Zona proliferativa:
predominantemente celular com matriz extracelular minima. Zonas madura e hipertréfica:
orientacdo isotrdpica, disposicdo aleatdria das fibras (predominantemente colageno tipo Il e
proteoglicanos agrecan)

Fonte: Murphy et al., 2013.

A engenharia dos tecidos pode oferecer de forma natural uma solucéo
permanente para substituir ou tratar as estruturas teciduais lesionadas da ATM,
com a finalidade de recuperar a funcéo e eliminar os sintomas da dor causados
pelas DTMs.

Existe uma grande variedade de estudos relacionados com a reparacao e
regeneracao da cartilagem hialina e das superficies osteocondrais (Madeira et al.,
2015). Poucos estudos existem em relacéo a fibrocartilagem, menisco ou disco
articular da ATM em comparagao com outras articulagdes, como a do joelho (Kon
et al., 2010; Blakeney et al., 2011).

Muitos estudos ainda precisam ser feitos para se conseguir 0 objetivo
final, que é gerar um implante bioldgico ou regenerar uma area lesionada, de
forma que as caracteristicas histologicas, bioquimicas e biomecanicas sejam
idénticas as do disco articular nativo e que, além disso, seja aplicavel clinicamente
(Shu W et al., 2015).

LesGes e doencas de todos os tecidos fibrocartilaginosos incluindo o

menisco, as juncdes tenddo-osso e os discos intervertebrais da coluna e da
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articulacdo temporomandibular, carecem de cura espontanea. Em algumas
situacBes o tecido circundante a lesdo ndo tem o potencial de regeneracao
adequado, colocando em questéo a viabilidade do processo, na medida em que a
utilizacdo de matrizes apenas com fungdes estruturais e de orientacdo celular
torna-se insuficiente (Huang, Fu et al., 2010).

Os hidrogéis sdo constituidos por uma rede tridimensional reticulada de
cadeias de polimeros ligadas covalentemente, que em contato com agua,
intumescem, tornando-se biocompativeis e biodegradaveis (Brooks et al., 1992;
Murphy et al., 2013). A organizacdo em rede destes hidrogéis facilita a permeacéo
de oxigénio e nutrientes permitindo o encapsulamento e incorporacgédo de celulas
em microesferas, bem como a migracdo destas entre o tecido circundante e o
scaffold (Mesallati et al., 2014). A sua forma e consisténcia permite ainda a sua
administracdo parenteral para preencher defeitos de forma irregular (Chiu et al.,
2011).

Matrizes extracelulares (MEC) sintéticas na forma de hidrogel foram
idealizadas para criar um microambiente celular idéntico ao nativo. Estes
hidrogéis sintéticos foram projetados para incorporar tanto proteinas quanto
glicosaminoglicanos em uma Unica matriz. Por exemplo, AH ou micrémeros de
sulfato de condroitina modificados com tiol foram combinados com micromeros
de gelatina tiol, e quando reagiram com polietileno glicol (PEG) diacrilato,
formaram um microambiente reticulado semelhante a uma MEC (Shu XZ et al.,
2006; Nicodemus, Bryant, 2008).

No ambito da ATM, a engenharia dos tecidos pouco tem feito, embora ja
tenham sido estudadas varias matrizes com finalidades terapéuticas, reparadoras
e regenerativas das estruturas lesionadas, estas tém sido confinadas aos efeitos
sobre a superficie osteocondral e ndo sobre o disco (Takafuji et al., 2007)

O acido hialurénico (AH) é um polissacarideo linear ndo ramificado
consistindo em unidades de dissacarideos repetidas. Os mondmeros de

proteoglicano ligam-se a AH para formar grandes agregados que estdo enredados
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na matriz de colageno de cartilagem intacta. O AH também é um componente
macromolecular critico no fluido sinovial normal e parece desempenhar um papel
na estabilizacdo das articulac6es e na nutricdo das superficies articulares (Guarda-
Nardini et al., 2009). (Gotterbarm et al., 2006). No entanto, o seu efeito reparador
permanece controverso, devido a escassez de provas.

O plasma rico em plaquetas (PRP) € um agente terapéutico relativamente
novo que tem varias vantagens potenciais em relacdo aos corticosteroides no
tratamento de doencas degenerativas da ATM. O PRP exibe propriedades
antibacterianas (Woodall et al., 2007), inibe a proliferacdo de macrofagos e a
reduz a resposta inflamatoria (Bielecki et al., 2012).

O PRP é uma terapia bioldgica que compreende um concentrado de
plaguetas do sangue do paciente (Pietrzak, Eppley, 2005). Este concentrado
mostrou grande potencial como modalidade terapéutica devido a abundéncia de
fatores de crescimento que contém (Marx, 2004). Apesar do fato de que o
mecanismo exato de a¢do do PRP permanece desconhecido, tornou-se popular na
medicina esportiva e na ortopedia, emergindo como um tratamento promissor para
defeitos degenerativos da cartilagem e OA (Kon et al., 2010). Isto €
principalmente atribuido as suas propriedades antiinflamatérias e analgésicas,
bem como os resultados positivos obtidos em estudos clinicos quando foi
administrado intra-articularmente em caso de uma patologia da cartilagem, como
no joelho com OA (Fortier et al., 2011). Mais especificamente, a prova do
conceito foi estabelecida e existem evidéncias cientificas substanciais para apoiar
0s potenciais efeitos do PRP nos defeitos da cartilagem (Smyth et al., 2013). Além
disso, o PRP tem varias vantagens para 0 seguimento do tratamento, pois é
facilmente obtido e preparado e estd associado a poucas complicacBes pos-
operatédrias (Zhu et al., 2013).

Recentemente, as injecOes de PRP foram aplicadas intra-articularmente na
ATM em pacientes com OA e deslocamento do disco. Apesar da extensa literatura

sobre a aplicacdo de PRP em outras articulacdes, especialmente na do joelho, sua
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aplicacdo como tratamento na ATM é relativamente nova. Alem disso, ainda n&o
estad claro se os resultados positivos obtidos no tratamento de caracteristicas de
cartilagem patologica e OA em outras articulagdes podem ser extrapolados para
0 manejo de OA-ATM e o deslocamento do disco acompanhado de degeneragao
de cartilagem (Bousnaki et al., 2017).

Diante do exposto, neste trabalho propOe-se avaliar o0 processo de
reparacdo em modelo experimental de osteoartrite da articulacdo
temporomandibular de coelhos, com a utilizacdo do PRP associado ao AH em
comparacdo com o AH isolado, método atualmente utilizado. Desta forma,
pretende-se potencializar o efeito do AH, adicionando uma propriedade

reparadora, proporcionada pelos fatores de crescimento contidos no PRP.
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2 PROPOSICAO

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito da associacdo do hidrogel de acido hialurénico com o
plasma rico em plaquetas na regeneracdo do disco articular e da superficie
osteocondral da ATM.

2.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o reparo tecidual e a porcentagem de diferentes tipos de fibras
colagenas no disco perfurado apds tratamento com AH ou AH
associado ao PRP;

- Avaliar a integridade da superficie osteocondral, na presenca do disco

perfurado, apés tratamento com AH ou AH associado ao PRP.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Matriz de hidrogel de AH

Foi utilizado o hidrogel Hystem® kit (Sigma), descrito a seguir:

Hystem® (Sigma) € uma matriz extracelular sintética composta por AH,
colageno desnaturado, polietileno glicol e agua. O acido hialurdnico é gerado a
partir de um processo de fermentacdo bacteriana usando Bacillus subtilis
(Novozymes) e sem adicdo de qualquer componente de origem animal. Extralink
(polietileno glicol diacrilato - PEGDA) é produzido pela adi¢do de grupos de
acrilato a ambas as extremidades do PEG, um polimero derivado do petréleo e de
fontes inorganicas, e ndo contém materiais de origem animal.

Os componentes do Hystem permanecem no estado liquido de 15 a 37 °C.
O hidrogel e formado quando o agente de reticulacdo (Extralink® -PEGDA) é
adicionado a uma mistura de hialuronato-tiol modificado (Glycosil®) e gelatina
modificada com tiol (Gelin-S®). A gelificacdo ocorre em cerca de 20 minutos
depois de todos os trés componentes serem misturados. Nenhuma etapa depende
de baixas temperaturas ou pH baixo. Os componentes sdo diluidos com solucéo
salina tamponada com fosfato (PBS) ou meio de cultura de células para aumentar
o tempo de gelificacdo se necessario, assim como diminuir a viscosidade.

Para preparar o hidrogel, foram utilizados dois frascos de Hystem, um
frasco de extralink e um frasco de &gua destilada. Em condicBes assépticas,
utilizando uma seringa de 5 mL e agulha 40x12 mm, foi adicionado 1 mL de 4gua
para cada frasco de Hystem, que foi posteriormente agitado em posicao horizontal

no vortex, por 30 min, para dissolver os sélidos. No mesmo momento adicionou-
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se 0,5 mL de agua no frasco de Extralink, evertendo o frasco vérias vezes até
homogeneizar a mistura. A seguir, os dois frascos de Hystem foram misturados
para se obter 2 mL de solucdo e nesta foram adicionados 0,5 mL de solugéo

Extralink, mais 1,6 mL de PBS. A gelificagdo ocorreu em 20 min.

3.2 Animais

O projeto foi analisado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal, CEUA/ICT-CSJC-UNESP, sob protocolo n® 09/2015 (ANEXO A).
Foram utilizados 40 coelhos machos brancos, da raca Nova Zelandia de peso
médio de 2,5 — 3,0 kg, fornecidos pelo Biotério Central da UNESP de Botucatu —
SP, Brasil.

3.2.1 Divisao dos grupos

Os animais foram divididos em 4 grupos, especificados no Quadro 1.



23

Quadro 1 - Divisao dos grupos por procedimento e periodo de eutanasia

Grupos de animais Procedimento N Periodos de eutanésia
SL/ST Sem lesdo/sem tratamento 4 Tempo zero
L/ST Lesdo / sem tratamento 6 8 semanas
6 24 semanas
L/AH Lesdo/hidrogel AH 6 8 semanas
6 24 semanas
L/AH+PRP Lesdo/hidrogel AH + PRP 6 8 semanas
6 24 semanas
Total 40 coelhos

Legenda: periodo de eutanasia 8 e 24 semanas apds perfuracéo do disco.
Fonte: Elaborado pelo autor

3.2.2 Procedimento cirurgico para leséo do disco articular

Os coelhos foram anestesiados com 20 mg/kg de peso de xilazina
(Anasedan) e 4 mg/kg de cloridrato de ketamina de sédio (Dopalen). A area pre-
auricular foi raspada e infiltrada com 1 ml de cloridrato de articaina (Ultracaine
DS, Sanofi Aventis). A técnica cirdrgica foi adotada seguindo o estudo de
Takafuji et al. (2007).

Uma incisdo na pele obliqua e acima do processo zigomatico foi feita,
partindo do canto lateral do olho chegando até 0 meato acustico externo. Apos a
disseccdo dos tecidos moles, 0 processo zigomatico e a sutura zigomatica que
recoborem a ATM foram expostos e 0 processo zigomatico foi entdo
cuidadosamente removido.

Ap0s exposicao do espaco articular superior, a fim de localizar o disco, 0
mesmo foi retraido posteriormente com uma pinca, e um elevador periosteal foi
colocado sob o disco para proteger o condilo. A perfuracéo foi realizada com um

micropunch para bidpsia (Miltex) de 2 mm, na parte lateral do disco da ATM e



24

posteriormente este foi reposicionado ao local anatémico normal (Embree et al.,
2015).

Todos 0s animais receberam uma dose Unica de 1,35 mg/Kg de peso de
antibiotico (Pentabiotico Veterinario — Fort Dodge) por via intramuscular no pré-
operatorio. Uma dose diaria de 0,3 mg/kg de peso de Meloxican por via
subcutéanea foi administrada para analgesia pds-operatoria por quatro dias. Todos
os animais foram devolvidos a suas gaiolas sem restricdo de movimentacao e

alimentacéo, apos o procedimento cirurgico na ATM.

3.3 Tratamento da ATM

Apos anestesia como descrito acima, foi realizada a puncdo da veia
marginal da orelha para obtencdo de 10 mL de sangue, utilizando uma seringa
contendo 1 mL de heparina para prevenir a coagulacdo. Para a obtencdo do PRP,
a mistura do sangue anticoagulado foi colocada no kit de separacdo de plaquetas
(Colheita SmartPrep, Plymouth, MA) e, em conformidade com as instrugdes do
sistema, foi centrifugado durante 14 minutos. Apos centrifugacdo, o PRP foi
recolhido a partir do sobrenadante. O PRP foi misturado com o hidrogel de AH
na proporc¢éo de 1:1.

A puncéo para infiltracdo do hidrogel foi padronizada utilizando como
referéncia uma linha horizontal tangencial ao ponto mais convexo do rebordo
infra-orbitario e uma linha vertical perpendicular a linha horizontal, partindo do

canto lateral do olho, 13 mm abaixo (Figura 2).
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Figura 2 - Par@metro utilizado para infiltragéo do hidrogel na ATM

Legenda: Linha horizontal passando por um ponto do rebordo infraorbitario e outra linha
perpendicular a linha infraorbitéria partindo do canto lateral do olho, seguindo pela marcacédo
de um ponto 13 mm em diregd0 ao processo zigomatico.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Apds 4 semanas da perfuracdo dos discos, os animais dos grupos L/AH e
L/AH+PRP receberam uma anica infiltracdo, em ambas cavidades articulares, de
0,1 mL de hidrogel de AH e a mistura de AH e PRP, respectivamente (Figura 3).
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Figura 3 - Infiltracdo da ATM

Legenda: infiltragdo com 0,1 mL de hdrogel utilizando o parametro pré-determinado (Figura
4).
Fonte: Elaborada pelo autor.

3.4 Eutanasia

Os quatro coelhos do grupo SL/ST foram eutanasiados no tempo zero, e 6
dos grupos L/ST, L/AH e L/AH+PRP foram eutanasiados apds os periodos de 8
e 24 semanas, utilizando uma injecdo intramuscular e intracardiaca com

Anasedan/Dopalen.
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3.5 Processamento para analise macroscopica, radiogréafica, histologica,
histoquimica e imuno-histoquimica do disco articular e do condilo

mandibular

O disco e o condilo foram dissecados, fixados em solucdo de formol a
10%, e fotografados utilizando um estereomicroscopio (Zeis - Stemi 2000C) para
analise macroscopica.

Posteriormente, os discos foram radiografados. O posicionamento do
disco, a distancia e a angulacdo do cone do equipamento de RX foram
padronizados utilizando o mesmo posicionador de peliculas de RX. Padronizou-
se também o tempo de exposicdo do Rx (15 segundos) e o tempo de revelacao (20
segundos).

Para estudo histoldgico, histoquimico e imuno-histoquimico, o céndilo foi
previamente desmineralizado em EDTA a 5%. Ap0s desmineralizacdo as pecas
foram submetidas aos seguintes processos: lavagem em agua; desidratacdo em
solugcOes crescentes de etanol; diafanizacdo em xilol; embebicdo em parafina
(Paraplastic) a 60°C e em seguida, inclusdo em parafina liquida. Os blocos de
parafina com o material incluido foram deixados em repouso durante 24 horas em
temperatura ambiente para a solidificacdo dos mesmos.

A partir dos blocos de parafina, os cortes histoloégicos foram obtidos
utilizando o micrétomo Leica® RM2255. Foram realizados cortes de 5 um para
coloracdo por Hematoxilina e Eosina (HE) e Picrosirius, para realizacao da analise
histologica e histoquimica. Apos coloracdo, as laminas foram analisadas e
fotografadas em microscépio oOptico (Zeiss-Axiophot ®). As imagens em
picrosirius red foram analisadas utilizando o Las Phase expert software (Leica),
para avaliacdo da maturidade das fibras colagena.

Para as reac0es de imuno-histoquimica, cortes de 3 um foram obtidos e
incubados (solucédo de citrato em banho de maria) com o0s anticorpos primarios
contra colageno | (Clone 1 COL, MA126771, Invitrogen), na dilui¢do de 1:500 e
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colageno Il (Colone 6B3, MA513026, Invitrogen) na diluicdo de 1:50 durante
uma noite a 4°C, seguido pela incubacdo com o anticorpo secundario
polimero/peroxidasse, utilizando DAB como cromoégeno (EnVision™-Dako).

O controle positivo foi utilizado como indicado pelo fabricante e o
controle negativo foi feito pela substituicdo do anticorpo primario pelo diluente
do anticorpo. Todas as secgOes foram contracoradas com hematoxilina e

observadas em microscépio de luz (Zeiss- Axiophot®).

3.6 Forma de analise do disco e condilo mandibular

3.6.1 Analise macroscopica

As pecas foram caracterizadas, considerando: coloracdo, formato e

aspecto da superficie.

3.6.2 Andlise radiografica do disco articular

Foram avaliados os aspectos radiograficos dos discos articulares, bem

como a presenca de possiveis areas de calcificacéo.

3.6.3 Anadlise histologica

No exame histologico das seccdes do disco e da superficie osteocondral

do condilo corados por HE foram avaliados os seguintes aspectos:
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e Estado de organizacdo do tecido: orientacdo das células e das fibras
colagenas, presenca ou auséncia de resposta inflamatoria;

e Coloracdo da matriz, arranjo das células, regularidade da superficie,
espessamento da fibrocartilagem e fibras colagenas foram avaliados

qualitativamente.

3.6.4 Andlise Histoquimica

A analise quantitativa das fibras colagenas foi realizada no material
corado por Picrosirius Red, por meio do programa Las Phase expert software
(Leica).

3.6.5 Analise Imuno-histoquimica

Na analise imuno-histoquimica foi avaliada a marcagdo positiva com 0s
anticorpos primarios anti-colageno I e 11, por médio do software Las Phase expert

software - Leica.

3.7 Analise Estatistica

Os resultados obtidos das analises geradas a partir do software Las Phase

expert software (Leica) foram submetidos a andlise estatistica descritiva e
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inferencial utilizando o programa estatistico Minitab verséo 18.0. A normalidade
de distribuicdo das amostras foi verificada pelo teste de Anderson Darling. A
comparacéo entre os grupos foi feita utilizando a analise de variancia (ANOVA)

2 fatores adotando o nivel de significancia de 5%.
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4 RESULTADOS

4.1  Analise macroscopica

4.1.1 Anéalise macroscopica dos discos articulares

Macroscopicamente o disco da ATM normal (grupo SL) apresenta forma
ovalada e biconcava, consisténcia flexivel, superficie lisa, cor esbranquicada, com
perimetro médio de 15 mm (Figura 4A).

O disco de ATM apds 8 semanas da perfuracao apresentou irregularidades
na superficie proxima a perfuracdo em todos os especimes e uma reducdo do
tamanho do defeito em 2 de 6 espécimes (Figura 4B).

Apols 24 semanas da perfuracdo sem tratamento, o disco de ATM
apresentou neoformacdo tecidual parcial na area da perfuracdo e algumas
irregularidades contornando a superficie da mesma em 3 de 6 espécimes (Figura
4C).

Apbs 8 semanas do tratamento da ATM com AH, foi possivel observar
uma formacdo parcial de tecido na area perfurada e a superficie que contorna a
perfuracdo apresentou-se lisa em 3 de 6 espécimes (Figura 4D), preenchimento
total em 1 de 6 espécimes e sem preenchimento 2 de 6 espécimes.

Ap0s 24 semanas da perfuracdo, com tratamento com AH, observou-se em
4 de 6 espécimes, preenchimento parcial na area da perfuracdo por um tecido
discretamente rugoso e de coloracdo amarelada. Em volta da perfuracdo o tecido

apresentava ora uma superficie lisa ora irregular. Também foi possivel observar
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que o defeito em 2 dos 6 espécimes estava preenchido em sua totalidade (Figura
4E).

Apds 8 semanas da perfuracdo e tratamento com AH+PRP, observou-se um
tecido esbranquicado semelhante ao restante do disco preenchendo parcialmente
a area da perfuracdo em 4 dos 6 espécimes. A superficie em volta da perfuracéo
era lisa (Figura 4F). Dois dos 6 especimes ndo apresentaram sinal de reparacao.

Ap0s 24 semanas da perfuracdo e tratamento com AH+PRP observou-se
um tecido esbranquicado semelhante ao restante do disco preenchendo
parcialmente a area da perfuracdo em 5 dos 6 espécimes. O defeito estava
preenchido totalmente e em 1 dos 6 espécimes e a superficie em volta da

perfuracdo era lisa em todos os discos (Figura 4G).
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Figura 4 - Analise macroscopica do disco articular

Legenda: Disco de ATM: A) normal: cor esbranquigada, superficie lisa e formato ovalado; B)
L/ST 8 semanas: éarea de perfuragdo com 2mm de didmetro e irregularidade ao redor; C) L/ST
24 semanas: perfuracdo parcialmente preenchida; D) L/AH 8 semanas: perfuragéo parcialmente
preenchida por tecido semelhante ao restante do disco; E) L/AH 24 semanas: perfuracao
parcialmente preenchida; F) L/IPRP+AH 8 semanas: perfuracdo parcialmente preenchida por
tecido semelhante ao restante do disco; G) L/ PRP+AH 24 semanas: perfuragdo preenchida por
tecido semelhante ao restante do disco.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.1.2 Analise macroscopica dos condilos mandibulares

A superficie osteocondral do condilo mandibular normal apresentou-se
um formato triangular de base arredondada, superficie lisa, cor esbranquicada,
medindo 13 mm no eixo anteroposterior, 7 mm de largura na por¢ao mais anterior
e 2 mm de largura na por¢cdo mais posterior (Figura 5A).

Apobs 8 semanas da perfuracdo do disco, sem tratamento (L/ST), a
superficie osteocondral apresentou uma irregularidade em 5 dos 6 espécimes
(Figura 5B), assim como também foi observado nos grupos L/ST e L/AH+PRP
apos 24 semanas (Figura 5C e 5D). Nos grupos L/AH (24 semanas) e L/AH+PRP
(8 semanas) 3 de 6 espécimes apresentaram irregularidade na superficie
osteocondral (Figuras 5D e 5E). No grupo L/AH (8 semanas) 4 dos 6 espécimes

apresentaram irregularidade na superficie osteocondral.
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Figura 5 - Analise macroscépica dos condilos mandibulares

Legenda: A) ATM normal; B) Perfuragdo sem tratamento ap6s 8 semanas; C) Perfuragdo sem
tratamento apds 24 semanas; D) Perfuracdo tratada com HA apds 8 semanas; E) Perfuragédo
tratada com HA apos 24 semanas; F) Perfuracdo tratada com PRP + HA apds 8 semanas; G)
Perfuracéo tratada com PRP + HA ap0s 24 semanas.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.2 Analise radiografica dos discos

O disco da ATM normal (grupo SL), apresentou uma area com discreta
radiopacidade que circunda uma regido central mais radiolucida (Figura 6A). Os
discos apos 8 semanas da perfuracdo sem tratamento (L/ST) ndo apresentaram
radiopacidade na zona central do disco (Figura 6B). No grupo apos 24 semanas
da perfuracdo sem tratamento (L/ST) 4 de 6 discos apresentaram radiopacidade
na zona central (Figura 6C). No grupo que foi tratado com AH (L/AH), nenhum
dos discos apresentou radiopacidade apds 4 semanas do tratamento (Figura 6D).
No grupo tratado com AH ap0s 24 semanas, 2 espécimes apresentaram area de
radiopacidade central. No grupo tratado com PRP+AH (L/AH+PRP) 2 discos
apos 8 semanas e 3 ap0os 24 semanas apresentaram area de radiopacidade central
(Figura 6E e 6F) (Quadro 2).



37

Figura 6 - Radiografia dos discos de ATM

Legenda: A) disco de ATM normal com area radioltcida central a uma area de radiopacidade
ténue; B) disco de ATM apds 8 semanas da perfuracdo sem evidencia de radiopacidade central,
C) disco ap6s 24 semanas da perfuracdo apresentando foco de radiopacidade na area
radiollcida; D) disco apds 8 semanas do tratamento com AH sem sinal de radiopacidade na
area central; E) Disco apds 24 semanas do tratamento com AH apresentando radiopacidade
central; F) Tratamento com AH+PRP apds 8 semanas. G) AH+PRP apo6s 24 semanas do
tratamento sem evidencia de radiopacidade.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Quadro 2 - Resultados da analise radiografica do disco articular normal, apés

perfuracdo e apos tratamento com AH e AH associado ao PRP

Disco | SL/ST | L/ST 8S L/ST L/AH 8S L/AH | L/AH+PRP | L/AH+PRP
24S 24S 8S 24S
1 Nao Nao Nao Nao Sim Nao Sim
2 Nao Nao Nao Nao Nao sim Nao
3 Nao Nao Sim Nao Néo Néo Sim
4 Nao Nao Sim Nao Nao Sim Sim
5 | - Nao Sim Néo sim Nao Nao
6 |- Nao Sim Néo * Nao Nao

Legenda: (sim): com radiopacidade no centro do disco; (ndo): sem radiopacidade no centro do

disco

Fonte: Elaborado pelo autor.

4.3 Analise histologica do condilo e do disco articular

4.3.1 Anadlise histoldgica do condilo mandibular

proliferativa, madura e hipertréfica.

Foram observadas quatro zonas na superficie osteocondral: fibrosa,

A zona fibrosa era formada por tecido conjuntivo denso, avascular, com

feixes de fibras colagenas orientados paralelamente a superficie articular,

entremeados por fibroblastos. A zona proliferativa, que separava a zona fibrosa

da madura, mostrou-se rica em células de aspecto mesenquimal e apresenta

poucas fibras colagenas. A zona subjacente, madura, era formada por cartilagem

hialina, contendo condrocitos maduros. A zona hipertrofica era formada por

condrdcitos hipertroficos dispostos de forma ndo organizada. Subjacente a estas

camadas, observou-se zona de ossificacdo endocondral que se continuava com o

tecido 0sseo esponjoso, 0 qual apresentava trabéculas lamelares delimitando

espacos medulares (Figura 7A).
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Nos condilos dos animais em que foi feita apenas a perfuracdo do disco
(L/ST), ap6s 8 semanas, observaram-se regides de invaginacdo da superficie
osteocondral, associadas com fibrose e desorganizacdo das camadas. Em alguns
condilos, observou-se também atrofia, principalmente das camadas fibrosa e
proliferativa (Figura 7B).

Apds 24 semanas da perfuracdo sem tratamento (L/ST), observaram-se
ainda algumas areas de desorganizacdo e atrofia das camadas. Por vezes,
encontrava-se espessamento da camada superficial fibrosa e auséncia da camada
proliferativa (Figura 7C).

O Condilo de ATM ap0os 8 semanas da perfuracdo do disco e tratamento
com AH (L/AH) apresentou irregularidade na superficie, perda da camada
proliferativa e atrofia da camada condrogénica (Figura 7D).

Apdbs 24 semanas da perfuracdo do disco e tratamento com AH (L/AH),
0 condilo de ATM apresentou irregularidade na superficie, desorganizacéo das
camadas, perda da camada proliferativa e atrofia das demais zonas (Figura 7E).

O Condilo de ATM apds 8 semanas da perfuracdo do disco e tratamento
com PRP + AH (L/AH+PRP) apresentou atrofia da camada fibrosa, perda da
camada proliferativa e atrofia das demais camadas (Figura 7F).

Ap0s 24 semanas da perfuracdo do disco e tratamento com PRP + AH o
condilo de ATM apresentou hipertrofia da camada fibrosa em alguns espécimes e
atrofia das camadas madura e hipertrofica (Figura 7G).

N&o foram observadas células inflamatdrias em nenhum dos grupos e

periodos avaliados.
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Figura 7 - Analise histoldgica dos cdndilos

Legenda: Céndilo mandibular: (A) com aspecto normal: . zona articular ou fibrosa, Il. zona
proliferativa, Ill. zona madura ou condrogénica e IV. zona hipertrofica recobrindo o 0sso
trabecular; (B) L/ST 4 semanas: fibrose e desorganizacdo das camadas; C) L/ST 24 semanas:
perda da camada proliferativa e atrofia das demais camadas; (D e E) L/AH 8 e 24 semanas:
perda da camada proliferativa e atrofia da camada condrogénica; (F) L/PRP 8 semanas: perda
da camada fibrosa e proliferativa e atrofia da demais camadas; (G) L/AH+PRP 24 semanas:
hipertrofia da camada fibrosa e atrofia das camadas madura e hipertrofica.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3.2 Analise histologica do disco articular

O disco de ATM normal, na regido entre a banda anterior e intermediaria
é constituido por tecido conjuntivo denso, avascular com feixes espessos de fibras
colagenas, orientados ao acaso, entremeados por células arredondas, semelhantes
a condracitos, distribuidas de forma homogénea (Figura 8A).

Apos 8 semanas da perfuracdo sem tratamento (L/ST), o disco articular
apresentou, proximo as bordas da perfuracdo, tecido conjuntivo mais denso,
hialinizado e pouco celularizado. Por vezes, observaram-se células fusiformes, de
aspecto fibroblastico junto a margem da perfuracdo (Figura 8B).

Apobs 24 semanas, na maioria dos discos, independentemente do grupo,
observou-se, na area da perfuracéo e, por vezes, proOXimo a mesma, uma matriz
mais densa que o restante do disco, hialinizada e contendo numerosas celulas
semelhantes a condrécitos (Figura 8G). Nesta matriz, observou-se também
calcificacdo (Figura 8C e 8E).

No disco apés 8 semanas da perfuracdo e tratamento com AH (L/AH),
observou-se feixes colagenos delicados entremeados por numerosas células de
nucleo arredondado (Figura 8D).

Na Figura 8F, observa-se o disco ap0s 8 semanas da perfuracdo e
tratamento com AH+PRP (L/AH+PRP) apresentando, na area de perfuracéo,

feixes colagenos hialinizados.
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Figura 8 - Analise histoldgica do disco articular

Legenda: Disco de ATM na &rea da perfuracdo: A) normal: Banda anterior e intermediaria
formadas por tecido conjuntivo fibroso, entremeado por células semelhantes a condrocitos; B)
L/ST 8 semanas: tecido conjuntivo denso, hialinizado e pouco celularizado nas bordas da
perfuracdo; C) L/ST 24 semanas: tecido conjuntivo denso e hialinizado com calcificacéo; D)
L/AH 8 semanas: feixes coladgenos delicados e numerosas células de ndcleo arredondado; E)
L/AH 24 semanas: tecido conjuntivo denso e hialinizado com calcificacdo; F e G) L/IPRP+AH
8 e 24 semanas: feixes colagenos hialinizados.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.4 Analise histoquimica do condilo e do disco articular

4.4.1 Andlise das fibras colagenas

Na analise das fibras coladgenas do disco da ATM por Picrosirius Red,
foram observadas fibras coladgenas do tipo | coradas em vermelho e fibras
colagenas do tipo Ill coradas em verde (Figura 9). Utilizando o software Las
Phase Expert — Leica foi observado que a média da porcentagem do colageno |
(vermelho) prevalece em relacdo ao colageno Il (verde) independentemente do
grupo e do periodo avaliado e sem diferenca estatistica significante (Tabela 1 e
2). Porem, é possivel observar que o grupo SL/ST e o grupo L/PRP+AH apoés 8

semanas, apresentaram porcentagens de colageno I préximas (Figura 10).
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Figura 9 - Painel do disco de ATM dos diferentes grupos em Picrosirius red

Legenda: Imagens representativas dos discos de ATM corados por Picrosirius red e
visualizados sob luz polarizada: A) SL/ST; B) L/ST 8 semanas; C) L/ST 24 semanas; D) L/AH
8 semanas; E) L/AH 24 semanas; F) L/PRP + AH 8 semanas; G) L/PRP + AH 24 semanas.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 1 - Anélise de variancia ANOVA dois fatores do disco da ATM para o

colageno | (vermelho)

Fonte GL  SQ (Aj.) QM (Aj}.) Valor F Valor-P
Periodo | 1 0,04753 0,047533 1,75 0,194
Grupos | 3 0,21725 0,072417 2,67 0,063
Erro | 35 0,94967 0,027134
Falta de ajuste | 3 0,00671 0,002236 0,08 0,973
Erro puro | 32 0,94296 0,029468 * *
Total | 39 1,21446

Legenda: (GL): grau de liberdade; (SQ): suma dos quadrados; (QM): quadrado das medias.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 2 - Andlise de variancia ANOVA dois fatores do disco de ATM para o

colageno 111 (verde)

Fonte GL SQ (Aj.) QM (Aj)) Valor F Valor-P
Periodo | 1 0,06731 0,067306 2,28 0,140
Grupos | 3 0,19240 0,064132 2,17 0,109
Erro | 35 1,03297 0,029513
Falta de ajuste | 3 0,01697 0,005657 0,18 0,910
Erro puro | 32 1,01599 0,031750 * *
Total | 39 1,29267

Legenda: (GL): grau de liberdade; (SQ): suma dos quadrados; (QM): quadrado das medias.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 10 - Gréafico da porcentagem das medias do colageno I e 111 obtidas através
da anéalise em Picrosirius red no Las Phase Expert — Leica do disco da ATM dos

diferentes grupos
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Fonte: Elaborada pelo autor

Na anélise das fibras colagenas do condilo mandibular por Picrosirius
Red, foram observadas fibras do tipo | coradas em vermelho e do tipo 1l coradas
em verde (Figura 11). Utilizando o software Las Phase Expert — Leica, foi
observado que a média da porcentagem do colageno | (vermelho) prevalece em
relacdo ao colageno 111 (verde) independentemente do grupo e do periodo avaliado
(Figura 12). Os grupos L/AH e L/AH+PRP, nos periodos de 8 e 24 semanas,
apresentaram porcentagem de colageno | significativamente maior que o grupo
L/ST (p<0,05) (Tabela 3 e Tabela 4). Quanto a porcentagem do colégeno Ill, o
grupo L/ST foi diferente dos grupos L/AH e L/AH+PRP, independentemente do
periodo avaliado (Tabela 5 e 6). A maior porcentagem de colageno Il foi

observada no grupo L/ST e a menor no grupo L/AH (Tabela 5 e 6)
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Figura 11 - Painel do condilo da mandibula dos diferentes grupos em Picrosirius

red

Legenda: Imagens representativas do corte sagital dos condilos da mandibula em Picrosirius
red visualizado na polarizacéo, dos diferentes grupos analisados no Las Phase Expert — Leica:
A) Coéndilo de ATM normal; B) Céndilo de ATM apds 8 semanas da perfuracdo sem
tratamento; C) Condilo de ATM ap6s 24 semanas da perfuracdo sem tratamento; D) Condilo
de ATM apos 8 semanas do tratamento com AH; E) Condilo de ATM apds 24 semanas do
tratamento com AH; F) Condilo de ATM apds 8 semanas do tratamento com PRP + AH; G)
Condilo de ATM apo6s 24 semanas do tratamento com PRP + AH.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 12 - Gréfico da porcentagem das medias do colageno I e 111 obtidas atraves
da andlise em Picrosirius red no Las Phase Expert — Leica do condilo mandibular

dos diferentes grupos
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 3 - Analise de variancia ANOVA dois fatores do condilo da mandibula

para o colageno | (vermelho)

Fonte GL  SQ (Aj.) QM (Aj.) Valor F Valor-P

Periodo | 1 0,06448 0,06448 1,85 0,182
Grupos | 3 0,92756 0,30919 8,89 *0,000
Erro | 35 1,21673 0,03476

Total | 39 2,20877

Legenda: (GL): grau de liberdade; (SQ): suma dos quadrados; (QM): quadrado das medias; (*):
diferenca significante.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 4 - Analise comparativa multipla de Tukey do condilo da mandibula para

colageno | (vermelho)

Grupos N Media Agrupamento
L/AH | 12 0,904567 A
L/AH+PRP | 12 0,796751 A
SL/ST | 4 0,630003 A B
L/ST | 12 0,532349 B

Legenda: Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 5 - Analise de variancia ANOVA dois fatores do condilo da mandibula

para o colageno Il (verde)

Fonte GL  SQ (Aj.) QM (Aj}.) Valor F Valor-P

Periodo | 1 0,06448 0,06448 1,85 0,182
Grupos | 3 0,92754 0,30918 8,89 0,000
Erro | 35 1,21675 0,03476

Total | 39 2,20877

Legenda: (GL): grau de liberdade; (SQ): suma dos quadrados; (QM): quadrado das medias; (*):
diferenga significante.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 6 - Analise comparativa multipla de Tukey do condilo da mandibula para
colageno 111 (verde)

Grupos N Média Agrupamento
L/ST | 12 0,467651 A
SL/ST | 4 0,369997 A B
L/AH+PRP | 12 0,203249 B
L/AH | 12 0,095437 B

Legenda: Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.5 Analise de Imuno-histoquimica

Na analise descritiva da expressao de colageno | e |1, foi observado que
na superficie osteocondral do céndilo mandibular em todos os grupos, o coldgeno
tipo | foi expresso em todas as camadas fibrosa, proliferativa e madura (Figura 17
A) e o colageno tipo Il foi expressado principalmente na zona hipertréfica (Figura
17B).

Figura 13 - Expressdo imuno-histoquimica de Colageno | e Il no céndilo

mandibular

Legenda: imagem representativa da expressdo do anti-colageno I e Il do condilo mandibular.
A) Colageno | expresso na camada fibrosa e proliferativa da superficie osteocondral; B)
Colageno Il expresso na zona madura e hipertréfica da superficie osteocondral.

Fonte: Elaborada pelo autor.

No disco, o colageno de tipo | foi evidenciado nos feixes de fibras
colagenas no interior do tecido (Figura 14). O colageno tipo Il foi expresso no
nucleo e em torno de grupos de células de aspecto condroide dispersas por todo o

disco.
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Figura 14 - Expresséo imuno-histoquimica de colageno I e 11 no disco articular

Legenda: imagem representativa da expressdo do anti-colageno | e Il do disco articular. A)
Colégeno | expresso nas fibrilas coladgenas; B) Colageno Il expresso no nucleo e em torno de
células de aspecto condroide.
Fonte: Elaborada pelo autor.

As marcacdes do colageno | e colageno Il na area da perfuracédo do disco
da ATM, tanto nos grupos ndo tratados quanto nos tratados, ndo apresentaram

diferenca estatistica significante (Tabela 7 e 8, Figura 15).

Tabela 7 - Anélise de variancia ANOVA dois fatores do disco da ATM para

marcacéo do colageno |

Fonte GL  SQ (Aj.) QM (Aj) Valor F Valor-P

Grupos | 4 0,33930 0,08482 0,99 0,425

Periodo | 1 0,02834 0,02834 0,33 0,569
Erro | 32 2,73188 0,08537

Total | 37 3,07147
Legenda: (GL): grau de liberdade; (SQ): suma dos quadrados; (QM): quadrado das medias.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Tabela 8 - Analise de variancia ANOVA dois fatores do disco da ATM para a
expressdo do colageno Il

Fonte GL SQ (A} QM (Aj.) Valor F Valor-P
Grupos 0,63532 0,10589 2,18 0,071
Periodo 0,01092 0,01092 0,22 0,639

Erro | 32 1,55511 0,04860

Total | 39 2,24915

Legenda: (GL): grau de liberdade; (SQ): suma dos quadrados; (QM): quadrado das medias.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 15 - Grafico das medias de porcentagens de marcacao para colageno | e Il

no disco da ATM na area da perfuracéo
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A porcentagem da expressdo do colageno | no condilo, na é&rea

correspondente a perfuracdo do disco, houve diferenca estatistica (p<0,05) entre

0S grupos e os periodos (Tabela 9). Para destacar onde houve diferenca, o teste de

comparacdo multipla de Tukey foi realizado (Tabela 10). O grupo L/AH+PRP de

24 semanas apresentou maior porcentagem de marcacdo que era diferente dos
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grupos SL/ST e L/ST, porém sem diferenca estatistica com relacdo ao L/AH
(Tabela 10).

Tabela 9 - Anélise de variancia ANOVA dois fatores do condilo mandibular para

a expressao do colageno |

Fonte GL  SQ (Aj.) QM (A}.) Valor F Valor-P
Grupos | 4 0,47796 0,119491 12,73 *0,000
Periodo | 1 0,03716 0,037160 3,96 *0,055

Erro | 34 0,31923 0,009389

Total | 39 0,87469
Legenda: (GL): grau de liberdade; (SQ): suma dos quadrados; (QM): quadrado das medias; (*):
diferenca significante.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 10 - Analise comparativa multipla de Tukey do condilo mandibular para
a expressao do colageno |

Grupos N Média Agrupamento
L/AH+PRP | 12 0,395347 A
L/AH | 12 0,312845 A B
L/ST 24S | 6 0,173458 B C
SL/ST | 4 0,125139 C
L/ST8S | 6 0,122890 C

Legenda: Médias que ndo compartilham uma letra sdo significativamente diferentes.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A porcentagem da expressdo imuno-histoquimica do colageno Il no
condilo, na area correspondente a perfuracdo do disco, ndo apresenta diferenca
estatistica entre os grupos (Tabela 11), embora se tenha observado que o0 grupo
SL/ST e L/ST apresentaram menor porcentagem de marcacéo para o colageno Il

em relagdo aos demais grupos (Figura 16).



54

Tabela 11 - Anélise de variancia ANOVA dois fatores do condilo mandibular para
a expressdo do anticorpo colageno Il

Fonte GL SQ (A).) QM (Aj}.) Valor F Valor-P

Grupos | 4 0,28508 0,07127 2,00 0,118
Periodo | 1 0,02092 0,02092 0,59 0,449
Erro | 32 1,13807 0,03556
Total | 37 1,46082

Legenda: (GL): grau de liberdade; (SQ): suma dos quadrados; (QM): quadrado das medias; (*):
diferenga significante.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 16 - Gréafico das medias de porcentagens de colageno | e Il do condilo

mandibular na area da perfuracao
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5 DISCUSSAO

No presente estudo avaliamos o efeito da associacdo do hidrogel de acido
hialurénico com o plasma rico em plaquetas na regeneracdo do disco articular e
da superficie osteocondral da ATM na osteoartrite em coelhos.

Procedimentos regenerativos baseados em scaffolds estdo emergindo
como uma possivel opcdo terapéutica para o tratamento de lesdes condrais e
osteocondrais. Em geral, podemos resumir a maioria dos desenvolvimentos
recentes para alcancar a aplicacdo clinica em duas grandes tendéncias: o uso de
diferentes fontes celulares ou a aplicacdo de biomateriais como uma abordagem
sem células (Kon et al., 2015). Uma abordagem sem células, se comprovada a sua
eficacia, facilitaria o tratamento de pacientes, minimizando tempo e custo.

Varias modalidades de tratamento foram consideradas para melhorar a
fraca capacidade de cicatrizacdo da cartilagem articular, como o uso de acido
hialurdnico, plasma rico em plaquetas, fatores de crescimentos comerciais e 0 uso
de células mesenquimais (Chen et al., 2013; Kutuk et al., 2014; Cugat et al., 2015;
Kon et al., 2015; Duan et al., 2017). Estes trabalhos foram dirigidos para avaliar
o efeito protetor e regenerador sobre a superficie osteocondral e poucos sobre o
disco articular. Desta forma foi dificil realizar uma comparacdo com estudos
anteriores na analise do disco da ATM. No presente trabalho foi avaliado o
potencial dos tratamentos com AH e AH associado ao PRP sobre a regeneracgéo
do disco articular em funcéo, diferente do realizado por (Wu et al., 2014) que
removeram o disco e avaliaram a sua regeneracdo apds implantacdo no tecido
subcutaneo.

Para obter um modelo de osteoartrite foi realizado uma perfuracdo do
disco assim como realizado em estudos anteriores (Narinobou et al., 2000; Kutuk

et al., 2014; Embree et al., 2015). Apos a perfuracdo do disco, neste estudo, ndo
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se observou infeccdo pos-operatoria, e todos os coelhos apresentaram funcéo de
mastigacdo normal, assim como observado por Narinobou et al. (2000).

Na analise macroscopica do disco articular foi possivel observar que 0s
grupos que receberam tratamento com AH ap6s 8 e 24 semanas e 0S que
receberam tratamento com AH+PRP apds 24 semanas apresentaram melhor
resposta quando comparados com 0s grupos sem tratamento e AH+PRP (8
semanas), obtendo maior quantidade de espécimes com reparacdo parcial ou total
do defeito criado.

Na analise macroscopica do condilo mandibular foi possivel observar que
apos 8 e 24 semanas da perfuracdo do disco articular o condilo apresenta sinais
degenerativos, como irregularidade da superficie osteocondral, assim como
observado por Narinobou et al. (2000) e Embree et al. (2015). O tratamento com
AH isolado ou associado ao PRP foi implementado neste estudo com a hipotese
de que poderiam atuar como protetores da superficie osteocondral. Porém, estes
ndo apresentaram resultados satisfatérios, pois a maioria dos espécimes
apresentou irregularidades nesta superficie, assim como observado por Duan et
al. (2017).

Radiograficamente, o disco articular apresenta uma area central
radioltcida circundada por uma éarea radiopaca, porém quando lesionado,
apresenta focos de radiopacidade central que podem ser compativeis com material
radiopaco ou tecido mineralizado (Embree et al., 2015). No presente estudo, na
analise radiografica do disco articular, foi possivel observar que apos perfuracao
discal, areas de radiopacidade foram observadas s6 apds 24 semanas em todos 0s
grupos, sendo em menor quantidade nos grupos com tratamento. Isso indicaria
que o tratamento com AH isolado ou associado ao PRP contribui de alguma forma
para evitar a formacéo de material mineralizado ou calcificacdo atipica no disco
articular da ATM.

No estudo de Narinobou et al. (2000), na analise histoldgica foi observado

que a perfuracdo do disco foi seguida inicialmente por hipertrofia da cartilagem
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condilar e, posteriormente, pela degeneracdo da superficie condilar. No estudo de
Embree et al. (2015), observaram irregularidade na superficie osteocondral,
agrupamento celular e areas de matriz acelular apds os periodos de 4 e 8 semanas
e degeneracdo apos 12 semanas. No presente estudo, diferentemente do estudo
acima citado, a maioria dos condilos respondeu com atrofia da superficie
osteocondral e desorganizacdo das zonas e células da matriz, nos grupos que
sofreram lesdo sem e com tratamento. Isso confirma que o tratamento com AH
isolado ou associado ao PRP néo fornece propriedades protetoras para superficie
osteocondral na perfuracéo discal (Kutuk et al., 2014; Duan et al., 2017). Porem,
no estudo apresentado por Katluzynski et al. (2016), os autores concluiram que o
AH tem propriedades anti-degenerativas da superficie osteocondral.

Na analise histoldgica do disco foi observado que o grupo que foi tratado
com AH apo6s 8 semanas apresentou caracteristicas semelhantes ao disco normal.
Os demais grupos apresentaram diminuicao da celularidade, alteracdo da matriz e
por vezes areas de mineralizacdo. Estes achados também foram observados em
um estudo anterior, onde os discos apresentaram mudancas morfoldgicas
importantes, incluindo celularidade reduzida, hialinizacdo de feixes de fibras
colagenas e calcificacdo (Natiella et al., 2009). Infiltrado inflamatorio ndo foi
observado em nenhum dos grupos, o que difere do resultado obtido por Almeida
et al. (2008) quando avaliou discos articulares sintomaticos de humanos.

Na andlise da porcentagem das fibras colagenas por Picrosirius Red do
disco da ATM na area da perfuracdo, observou-se que predominava o colageno |
(vermelho) em todos os grupos, sendo que o grupo tratado com PRP associado ao
AH apresentou uma porcentagem media proxima a da ATM normal, porém, sem
resultado estatistico significante. Estes achados foram similares aos resultados
obtidos por Almeida et al. (2008). Quanto ao colageno Il (verde) o grupo tratado
com PRP + AH (8 semanas) apresentou uma porcentagem media proximaa ATM

normal.
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A presenca das fibras de colageno do tipo | e 11l no disco é comumente
observada em articulagOes jovens, especialmente na banda anterior e posterior.
(Hamaya et al., 2001). Segundo Gage et al. (1990) o colageno do tipo Il é
observado em &reas de reparacdo e se entrelacando entre as fibras do colageno
tipo 1. Neste estudo ainda foram observadas fibras colagenas do tipo Il na area
de reparacdo, em todos os grupos, indicando que o processo de regeneracao ainda
néo tinha se completado.

O condilo mandibular, semelhante ao observado no disco articular,
apresentou na analise da porcentagem de colageno | e Ill, por Picrosirius Red,
uma prevaléncia do colageno I (vermelho) em todos os grupos. Os grupos tratados
apresentaram uma porcentagem de colageno I significativamente maior (p=0,000)
quando comparado ao grupo sem tratamento (L/ST). Quanto ao colageno IlI
(verde), o grupo sem tratamento néo teve diferenca estatistica com relacdo a ATM
normal, assim como os grupos tratados também néo apresentaram diferenca com
relacdo a ATM normal. Entretanto, a porcentagem do colageno 111 no grupo sem
tratamento se aproximou mais da ATM normal do que 0s grupos tratados.

No estudo realizado por Salo e Raustia (1995), observaram no céndilo de
pacientes com patologia de ATM, a sintese de colageno tipo Il ocorreu
principalmente na hipertrofia condilar e no estagio intermediario de desarranjo
interno da ATM, e o colageno |11 era expresso no tecido de reparo fibroso e em
locais de reparacao da cartilagem. No presente estudo observou-se que o colageno
I11 também esta presente na ATM normal de coelho.

Na superficie osteocondral do céndilo mandibular da ATM normal, o
colageno tipo | foi expresso nas camadas da fibrocartilagem exceto na zona
hipertréfica, enquanto o colageno tipo Il foi expresso principalmente na zona
hipertréfica e na zona madura. Relatos semelhantes foram descritos no estudo de
Wang KH et al. (2017), com a diferenca de que os autores sO encontraram o

colageno Il na zona hipertréfica.
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No disco, o colageno do tipo I foi expresso na forma de fibras colagenas
onduladas no interior do tecido. O colageno tipo Il foi expresso no nucleo e em
torno de células condroides. O estudo de Wang KH et al. (2017) apresentou
resultados semelhantes, porém, o colageno Il foi expresso em torno de grupos de
condroblastos poligonais na parte externa do disco.

Neste trabalho foi utilizado um modelo experimental para inducdo de
osteoartrite em ATM de coelhos, por meio da perfuracdo do disco articular
bilateralmente, para simular a mesma condic¢ao de osteoartrite e assim obter uma
carga funcional semelhante em ambas articulacdes. Os discos dos grupos tratados
apresentaram, de modo geral, sinais mais evidentes de reparacdo do que o grupo
néo tratado, embora ndo se tenha obtido uma regeneragdo completa das estruturas
articulares. Quanto ao condilo, os tratamentos ndo evitaram a alteracao estrutural

da superficie osteocondral.
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6 CONCLUSAO

A utilizacdo do AH e do PRP associado ao AH mostra resultados
promissores para o tratamento da osteoartrite em ATM de coelhos, ajudando na
reducdo do defeito criado no disco, porém, sem resultados satisfatérios na

protecdo da superficie osteocondral, na presenca de perfuracao discal.
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