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Resumo

Foi realizado estudo experimental em coelhos para avaliar o
efeito da aplicacdo do gel de plaguetas no reparo de lesdes
osteocondrais, comparada com o0 mesmo tipo de lesdo ndo tratada.
Foram utilizados 30 coelhos machos com idade minima de trés meses
e peso acima de 2kg. Foi colhido sangue dos animais para preparo do
gel de plaquetas e depois estes foram operados para realizagcdo de uma
lesdo osteocondral, com trefina, no condilo femoral medial, de ambos
os joelhos, de 3,5mm de didametro e 4,0mm de profundidade. A lesdo
do joelho esquerdo foi preenchida com o gel de plaquetas e o joelho
direito foi usado como controle, sem tratamento. Apds 180 dias
realizou-se a eutanasia dos animais. As pecas foram analisadas e seu
tecido de reparo classificado macroscopicamente e depois
histologicamente. Utilizou-se uma tabela de escore histologico que
avalia os seguintes critérios: morfologia celular, regularidade da
superficie, metacromasia, espessura condral e integracdo do tecido de
reparo ao tecido normal.

Foi observado que o grupo tratado com gel de plaquetas
obteve uma melhor cicatriz na avaliagdo macroscépica, e na avaliacao
histoldgica o Unico critério que ndo apresentou diferenca estatistica foi
a metacromasia, sendo que o grupo tratado com gel foi melhor em

todos os outros, inclusive no escore total.



Desta forma conclui-se que o grupo tratado com gel de
plaquetas obteve melhor reparo macroscopica e histologicamente, com

180 dias, quando comparado com o mesmo tipo de lesdo ndo tratada.

Palavras-chave: Plasma Rico em Plaquetas, Cartilagem Articular,

LesOes, Medicina Regenerativa.
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Abstract

An experimental study was performed on rabbits to evaluate
the application effects of Platelet Gel for the repair of osteochondral
injuries compared to the same, yet not treated, type of injuries. Thirty
male rabbits were used, with minimum age of 3 months and weight
over 2kg. The animals’ blood was collected to prepare the Platelet
Gel; afterwards, these animals were operated in order to make an
osteochondral injury with 3.5mm in diameter and 4.0mm in depth,
with trephine, at the medial condyle of femur of both knees. The left
knee injury was filled with the Platelet Gel and the right knee was
used as control, without treatment. After 180 days, euthanasia was
performed on the animals. The pieces were analyzed and the repair
tissue was macroscopically and, subsequently, histologically
classified. One has used a Histological Grading Scale, which evaluates
the following criteria: cell morphology, surface regularity,
metachromasy, chondral thickness, and repair tissue integration with
the normal tissue.

It was observed that the group treated with Platelet Gel
obtained better repair tissue under macroscopic evaluation; and, under
histologic evaluation, the only criteria which did not present statistical
difference was the metachromasy, being that the group treated with

gel was better at all others, including the total score.



Thus, one concludes that the group treated with Platelet Gel
obtained better repair, macroscopically and histologically, after 180

days, in comparison to the same non-treated type of injury.

Keywords:. Platelet-rich plasma, articular cartilage, injuries,

regenerative medicine.
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1. Introducao

Em 1743, Hunter disse que “de Hipocrates até o presente e
aceito universalmente que a cartilagem ulcerada é uma situacao
problematica e, uma vez destruida, ecla ndo se repara” (Fuller &
Ghadially, 1972). Mais tarde, em 1853, Sir James Paget declarou que
uma cartilagem lesada nunca se restaura (Fuller & Ghadially, 1972).
Mesmo atualmente, com toda nossa tecnologia e conhecimento,
nossos tratamentos para lesdo da cartilagem articular ndo evoluiram a
ponto de conseguirmos seu reparo eficiente. Isso porque o tecido
condral € constituido por poucas células e uma rica e complexa matriz
extracelular - composta de proteoglicanas e colageno tipo Il - todavia
ndo possui nervos, nem drenagem linfatica ou vasos sanguineos, esses
ultimos essenciais para a formacdo de um coagulo e assim iniciar o
processo de cicatrizacdo (Souza et al., 2000; Buckwalter, 2002;
Ribeiro et al., 2004; Bhosale & Richardson, 2008).

Desta forma, quando temos uma leséo na cartilagem, o tecido
de cicatrizacdo que se forma ndo suporta carga da mesma forma que o
tecido normal. A consequéncia € a evolucdo, a longo prazo, para a
osteoartrose (Souza et al., 2000). Esta € uma doenca incapacitante e
sem cura, com prevaléncia nos Estados Unidos da América (EUA) de
50 milhdes de casos (Bittencourt, 2008) e cujos gastos estimados para
tratamento ficam na faixa de 65 bilhdes de dolares ao ano (D’Lima &
Colwell, 2001).



Aroen et al. (2004) encontraram 66% de lesdes condrais em
993 artroscopias consecutivas de joelho, comprovando a grande
Importancia deste problema.

Para tratar as lesOes condrais e tentar evitar ou desacelerar a
instalacdo de uma osteoartrose, ha algumas opcdes cirdrgicas. Entre os
procedimentos, a condroplastia por abrasdo, isolada ou associada a
microfraturas do 0sso subcondral, tenta estimular a formacdo de um
coagulo e a migracdo de células mesenquimais para formar um tecido
cicatricial (Alford & Cole, 2005; Bittencourt, 2008). Esse tecido de
reparo é, porém, uma fibrocartilagem, com maior concentracdo de
colageno tipo I, portanto diferente bioquimica e biomecanicamente da
cartilagem hialina normal, com piora das suas caracteristicas com o
tempo, mesmo em modelos animais (Wei & Messner, 1999; Souza et
al., 2000; Sgaglione, 2005). Indica-se, também, o transplante autologo
de cilindros osteocondrais, conhecido como mosaicoplastia, de técnica
dificil, alto custo, indicacdo limitada e com possivel morbidade no
sitio doador (Sgaglione, 2005; Haleem et al.,, 2010). Mais
recentemente, observa-se a utilizacdo do transplante autdlogo de
condrocitos, no qual uma amostra de cartilagem é colhida do paciente
e suas células cultivadas para, posteriormente, serem reimplantadas na
lesdo, contudo possui alto custo e os resultados ainda sdo muito
discutidos na literatura (Costa et al., 2001; Buckwalter, 2002; Alford
& Cole, 2005; Sgaglione, 2005; Wasiak et al., 2009; Haleem et al.,

2010). Por altimo, como procedimento de salvacdo, em pacientes mais



idosos e com grande perda de qualidade de vida, indica-se a protese
total de substituicéo.

Paralelo a isso, nos ultimos anos, houve o aumento do uso do
plasma rico em plaquetas (PRP) para o tratamento de diversos tipos de
doencas na ortopedia, inclusive as lesdes condrais (Foster et al.,
2009). Usa-se 0 PRP desde 1970, quando também se iniciaram 0s
estudos acerca de sua eficacia. Primeiro fora utilizado na cirurgia
bucomaxilofacial e agora ganha espaco na ortopedia e medicina
esportiva.

O PRP é uma fracdo do plasma com alta concentracdo de
plaquetas, rico em varios fatores de crescimento. Sua obtengdo €
minimamente invasiva, relativamente facil do proprio paciente e de
baixo custo (Bittencourt, 2008; Foster et al., 2009).

Clinicamente € sugerido que o PRP deva conter
aproximadamente um milhdo de plaquetas por microlitro, ou até mais.
No entanto encontram-se na literatura bons resultados mesmo com
concentragdes menores, sugerindo que esse valor pode variar
dependendo do tecido onde va ser aplicado (Kon et al., 2011).

Diversos componentes presentes no PRP como fibrina,
fibronectina, fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF),
fator de crescimento semelhante a insulina (IGF) e fator de
crescimento transformador-beta (TGF-B) fazem parte do processo
natural da homeostase e da cicatrizacdo dos tecidos, por terem a
capacidade de estimular a proliferacdo celular, quimiotaxia de células

tronco mesenquimais, diferenciacdo celular, remocdo de debris,



angiogénese e deposito de matriz extracelular (Mehta & Watson,
2008).

Mishra et al. (2009) demonstraram in vitro que 10% de PRP
nédo ativado tém alta capacidade de aumentar a proliferacdo de células
tronco mesenquimais. Desta forma, a maior concentracdo destas
proteinas bioativas, presentes no PRP, pode ter o efeito de melhorar e
acelerar o processo de reparo (Sgaglione, 2005; Beca et al., 2007;
Mehta & Watson, 2008).

O uso de fatores de crescimento € Util na pratica clinica
porque promove uma rapida cicatrizacdo com tecido de alta qualidade
e permite retorno precoce, seguro e sem restricdes as atividades
desenvolvidas antes da leséo (Kon et al., 2011).

O PRP pode ser manipulado na forma liquida ou gel por meio
da adicdo de trombina ou, mais comumente, de calcio. Dessa forma
pode ser aplicado em lesGes mais profundas (Bittencourt, 2008). A
aplicacdo na forma de gel ainda tem a vantagem de prover um suporte
adesivo que confina a secrecdo dos fatores de crescimento no local
escolhido (Kon et al., 2011).

Ao ser aplicado em lesdes condrais de atletas, o PRP
demonstrou bons resultados pelo suposto efeito de estimular a
regeneracdo celular, bem como a sintese de proteinas e de fatores de
crescimento (Foster et al., 2009). Também ja foi demonstrada sua
capacidade de estimular a condrogénese de células tronco
mesenquimais, a proliferacédo, diferenciacdo e adesdo de condrocitos,

além de aumentar a concentracdo de glicosaminoglicanas e a sintese



de colageno tipo I, como diminuir a degradacao da cartilagem (Foster
et al., 2009; Lopez-Vidriero et al., 2010). Kon et al. (2011) em uma
revisdo de literatura, citam também o potencial do PRP de diminuir a
fibrilacdo da cartilagem, a hipertrofia da membrana sinovial e a
hemorragia.

Alguns trabalhos ainda mostram que o PRP tem capacidade
de estimular a sintese 0ssea e diminuir a dor (Sanchez et al., 2009;
Lopez-Vidriero et al., 2010), e que pode estimular a producdo de
acido hialurénico intraarticular (Foster et al., 2009; Sanchez et al.,
2009; Lopez-Vidriero et al., 2010).

A literatura, no entanto, permanece muito pobre em trabalhos
de qualidade com o uso do PRP em les6es condrais, pois ha poucos
artigos bem delineados, com resultados pré-clinicos e clinicos ainda
controversos (Kon et al., 2011)

Desta forma, o objetivo deste trabalho é tratar lesdes
ostecondrais da cartilagem articular do joelho com gel de PRP,
utilizando como modelo experimental coelhos. A hipotese é de que as
lesGes tratadas terdo uma qualidade superior de tecido cicatricial do

que as lesdes ndo tratadas.
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2. Material e Métodos

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Animais da Faculdade de Medicina de Botucatu, segundo o
protocolo numero 717 (anexos).

Foram utilizados 30 coelhos albinos machos da raca Botucatu
provenientes do laboratorio experimental de cirurgia e ortopedia da
Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP, com idade minima de
trés meses, pesando acima de 2Kg. Os animais foram alojados em sala
apropriada e confinados em gaiolas metélicas individuais antes e
depois do procedimento cirdrgico, alimentados com racdo padrédo e
agua ad libitum.

Primeiro foi coletado sangue de varios coelhos para preparo
do plasma rico em plaquetas. Adicionou-se ao sangue 3,8% de citrato
de sodio, para evitar sua coagulacdo. A mistura foi centrifugada
(centrifuga  FANEM®) a 1000 RPM por 10 minutos. Essa
centrifugacdo resulta na separacdo de trés camadas no tubo de ensaio:
a camada inferior, composta por concentrado de hemécias; uma
camada intermediaria, composta de globulos brancos; e outra,
superior, composta de plasma. A camada superior é separada e, entdo,
novamente centrifugada por dez minutos a 3000 RPM para obtencéo
de duas fracbes: o plasma pobre em plagquetas (parte superior) e 0
plasma rico em plaquetas (parte inferior). O plasma rico em plaguetas
e posteriormente ativado, um dia antes da cirurgia, pela adi¢do de

gluconato de calcio e trombina humana.



2.1. Técnica cirurgica:

Os animais sdo anestesiados pela via intramuscular com
Virbac (Zoletil®) na dose de 15,0-30,0 mg/Kg de peso associado ao
cloridrato de Xilazina (Anasedan®) a 2% na dose de 4 mg/Kg de
peso. ApoOs anestesia, 0s animais sao submetidos a tricotomia da area
cirdrgica, assepsia e antissepsia e colocacdo de campos cirdrgicos
estéreis. Aplica-se anestésico local (xilocaina 2% sem vasoconstritor)
no local da inciséo. Procede-se, entdo, uma incisdo para-patelar medial
na pele e no tecido subcutaneo e depois no aparelho extensor. A patela
e, dai, luxada para lateral. Com o joelho fletido, expbe-se o condilo
femoral medial que é perfurado com uma trefina, fazendo uma leséo
de 3,5mm de diametro e 4,0mm de profundidade na area de carga de
ambos os joelhos. O defeito € a seguir lavado com solucéo fisioldgica
estéril a 0,9% e no joelho esquerdo a leséo é preenchida com o gel de
PRP (figuras 1 e 2). A lesdo do joelho direito € deixada sem
tratamento para servir como controle. Apos isso, realiza-se a sutura da
lesé@o, por planos, com fio de nylon 4.0.

Durante cinco dias, o0s animais recebem antibiotico
Enrofloxacino (Baytril® 5%) por via subcutanea na dose de 0,1ml/Kg
e 0,2mg/Kg de anti-inflamatério (meloxicam 0,2%) por via
subcutanea, por dois dias.

Os animais foram submetidos a eutanasia com 180 dias de

pos-operatorio, com uma dose excessiva de pentobarbital sodico. Os



condilos femorais foram, entdo, removidos e submetidos a analise

macroscopica.

Figura 1- Aspecto da lesdo condral antes (A) e depois (B) da aplicacao
do gel de plaquetas (fonte: arquivo pessoal)



Figura 2- Aspecto do gel de plaquetas antes de sua aplicacdo na lesdao
condral (fonte: arquivo pessoal)



A observacdo macroscopica foi classificada da seguinte
forma:

Tipo |. Preenchimento total plano com cor semelhante ao normal;
Tipo I1. Preenchimento total plano com cor diferente do normal;
Tipo I11. Preenchimento parcial (depressao);

Tipo |'V. Preenchimento parcial de aspecto avermelhado; e,

Tipo V. Erosdo (exposi¢do do 0sso subcondral).

Depois, as pecas foram conservadas em solucdo tampao de
formalina a 10% e enviadas para o Departamento de Morfologia do
Instituto de Biociéncias de Botucatu — UNESP, para analise
histoldgica. Neste, apos sua descalcificacdo, as pecas foram cortadas e
coradas com hematoxilina-eosina e com azul de toluidina. Cada peca
foi avaliada por um morfologista e classificada de acordo com a escala
de graduacdo histoldgica descrita por Wakitani et al. (1994) (tabela 1).
Para registrar as avaliagdes microscopicas, utilizou-se o analisador de
imagens Leica Qwin Colour® (RGB) acoplado ao microscopio
Leica® DM 2500.

Para analise estatistica foram utilizados o0s testes ndo
paramétricos de Mann-Whitney e Wilcoxon, pelo software SPSS Inc,
version 15 (Chicago, IL), considerando estatisticamente significante

quando p<0,05.



Tabela 1: Escala de Graduacao Histoldgica

Categoria Pontos

Morfologia celular
Cartilagem hialina
Maioria cartilagem hialina
Maioria fibrocartilagem
Maioria nao cartilagem
Somente ndo cartilagem

Metacromasia
Normal
Ligeiramente reduzida
Marcadamente reduzida
Sem metacromasia

Regularidade da superficie
Lisa
Moderada
Irregular
Severamente irregular

Espessura da cartilagem*
>2/3
1/3-2/3
<1/3 2

Integracdo com cartilagem adjacente
Ambos os lados integrados 0
Um lado integrado 1
Nenhum lado integrado 2

W Nk O w N - O A~ wWwDNE O

= O

*Espessura média do tecido de reparo comparado com a cartilagem
normal ao redor
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3. Resultados

Foram operados 30 coelhos desde 15/05/2009 a 29/01/2010,
com 15 ébitos, sendo 13 por infeccdo respiratoria adquirida durante
uma epidemia que acometeu o biotério e dois durante o procedimento
cirdrgico. Dos 15 coelhos restantes, somente na peca do joelho direito
do coelho 10 néo foi possivel realizar a avaliagdo microscopica por
deficiéncia em sua descalcificagéo.

Os resultados da analise macroscopica evidenciaram clara
tendéncia a melhor cicatrizacdo no lado tratado (Grafico 1 e Figura 3),
quando comparado ao néo tratado. Em uma peca do lado néo tratado
tivemos formacao de cicatriz hipertrofica, e no lado tratado tivemos
trés. J4 a presenca de erosdo, ou pessima cicatrizacdo, foi mais
evidente no lado nao tratado.

Na anéalise histologica, quando consideramos 0s escores de
cada critério em separado, tivemos diferenca estatistica para
morfologia celular (p=0,002), regularidade da superficie (p<0,001),
espessura condral (p<0,02) e integracdo lateral (p<0,02), com melhor
resultado para o grupo tratado. N&o houve diferenca quanto a
metacromasia (p=0,063). A diferenca no escore total final apresentou
significancia estatistica (p<0,001), também com melhor resultado no
grupo tratado (Tabelas 2 e 3; Gréaficos 2, 3,4,5,6 e 7).

Amostras das laminas avaliadas estdo representadas nas
figuras 4,5,6,7,8¢e9.



O coelho 21 respondeu, especialmente, com grande formacéo
de tecido cicatricial no local da lesdo, em ambos os lados. Porém, no

lado tratado, esta cicatriz estava muito melhor organizada (figura 7).
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Grafico 1: Classificacdo macroscopica do tipo de reparo de acordo

com o lado



Figura 3- Aspecto macroscopico do tecido de cicatrizacdo dos joelhos
do coelho 2. Notar a deficiéncia de cicatrizacdo no lado direito e a
melhor aparéncia no esquerdo (fonte: arquivo pessoal)



Figura 4- Aspecto histologico das laminas do coelho numero 2
coradas com azul de toluidina (aumento 4 vezes). A) Lado direito:
notar degeneracdo gordurosa no tecido cicatricial (*) e presenca de
tecido predominantemente fibroso (seta menor); B) Lado esquerdo:
maior presenca de condrocitos (**), tecido cicatricial hipertrofico
(seta maior) e deficiéncia de integracao lateral (estrela) (fonte: arquivo
pessoal)



Figura 5- Aspecto histoldgico das pecas do coelho 8, coradas com azul
de toluidina. A) Joelho direito (aumento 4 vezes): notar tecido
fibrocartilaginoso com superficie irregular; B) Joelho esquerdo
(aumento 4 vezes): tecido mais cartilaginoso, melhor organizado e
superficie mais lisa; C) Joelho direito (aumento 20 vezes): presenca de
maior quantidade de células alongadas (fibroblastos); D) Joelho
esquerdo (aumento 20 vezes): presenca de condrocitos em
organizacao e superficie lisa (fonte: arquivo pessoal)
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Figura 6- Aspecto histologico da lamina do joelho esquerdo do coelho
7, corado com azul de toluidina (aumento 4 vezes). Observar o tecido
cicatricial bem organizado (fonte: arquivo pessoal)



Figura 7- Aspecto histoldgico da lamina do coelho 21, corado com
azul de toluidina (aumento 4 vezes). A) Lado direito; B) Lado
esquerdo. Observar a cicatriz profunda, com matriz exuberante e
muitos condrécitos em ambos os lados, mas melhor organizada no
lado esquerdo(B) (fonte: arquivo pessoal)



Figura 8- Aspecto histologico da lamina do joelho direito do coelho
24 corada com azul de toluidina (aumento 4 vezes). Notar o tecido de
cicatrizacdo bem organizado, mas com superficie irregular e
deficiéncia de integracdo nas laterais (fonte: arquivo pessoal)
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Figura 9- Aspecto histologico da lamina do joelho esquerdo do coelho
20 corado com azul de toluidina (aumento 20 vezes). Observar a
grande quantidade de condrécitos desorganizados no tecido de
cicatrizacao (fonte: arquivo pessoal)



Tabela 2: Média e Desvio Padrdo dos Escores histologicos
do tecido de reparo do lado esquerdo (tratado)

Escores
MC M RS EC IL  Total
Média 1,27 1,07 0,6 02 0,07 32
SD 0,7 0,6 0,63 041 0,26 1,78

MC= Morfologia celular, M= Metacromasia, RS= Regularidade da
superficie, EC= Espessura da cartilagem, IL= Integracdo lateral e
SD= Desvio Padréo.

Tabela 3: Média e Desvio Padrdo dos Escores histolégicos
do tecido de reparo do lado direito (ndo tratado)

Escores
MC M RS EC IL  Total
Média 243 1,71 1,86 1 0,64 7,64
SD 0,94 0,82 0,66 0,88 0,63 2,87

MC = Morfologia celular, M = Metacromasia, RS = Regularidade da
superficie, EC = Espessura da cartilagem, IL= Integracdo lateral e
SD= Desvio Padréo.
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4. Discussao

Escolheu-se o coelho por ser um animal amplamente
utilizado como modelo para estudo de reparos de lesdo condral. Foram
escolhidos coelhos adultos jovens e evitaram-se coelhos muito novos
que poderiam ter um maior potencial de cicatrizacdo (Fuller &
Ghadially, 1972; Wei & Messner, 1999; Bhosale & Richardson,
2008). Optou-se por esperar seis meses para realizar a eutanasia a fim
de se poder avaliar o reparo da lesdo com um tempo mais longo.
Buckwalter (2002) relata que o reparo condral e osteocondral esta
completo em seis semanas, mas a remodelacdo continua por meses e
até anos. Desta forma, o tempo minimo para anélise deste reparo € de
quatro a seis semanas, e 0s métodos que se mostram promissores no
inicio precisam de uma avaliacdo apds seis meses. Como Bittencourt
(2008) mostrou uma boa evolucédo do reparo condral tratado com gel
de plaquetas com 30, 60 e 90 dias, optou-se por aplicar o0 mesmo
método de tratamento, mas com uma lesdo maior e avaliacdo Unica
com 180 dias, para checar a durabilidade desse tecido.

No trabalho de Bittencourt (2008) ora citado, foram
realizadas les6es pouco menores as usadas neste experimento (2,0mm
de didmetro por 4,0mm de profundidade) e, em dois grupos, as lesdes
foram tratadas com gel de plaguetas com e sem condrocitos,
comparando com dois grupos nos quais foi usado hidrogel de alginato
com e sem condrocitos. Observou-se que o grupo so tratado com gel

de plagquetas, sem condrocitos, ja apresentou resultado melhor que o



hidrogel de alginato associado a condrocitos, com formacéo de tecido
semelhante a cartilagem hialina com 90 dias de evolugdo. Este
resultado estimulou a testar, em uma lesdo maior, somente o gel de
PRP, por ter menor custo, ser mais simples de se obter do que uma
cultura de células condrais e ja demonstrar resultados animadores.

O tamanho da lesdo de 3,5mm de didmetro foi escolhido por
ser proporcionalmente grande para esse animal, que dificulta ainda
mais a cicatrizacdo, para poder mostrar o potencial de reparo do gel de
PRP. Sabe-se que defeitos maiores que 3,0mm de diametro raramente
cicatrizam, sem tratamento, em coelhos (Qi et al., 2009). Quanto a
profundidade, optou-se por 4,0mm, ja que configura o tamanho
adequado no intuito de atingir o osso subcondral, sem provocar
destruicdo medular 6ssea (Ribeiro et al., 2004; Martin-Hernandes et
al., 2010).

A graduacdo macroscopica e microscopica por pontuacao
permite uma melhor avaliacédo estatistica dos resultados, porém pode
estar sujeita a viés por ser examinador dependente. Tentou-se, todavia,
diminuir este viés, pedindo a um morfologista experiente, e sem
vinculo com a pesquisa, que fizesse a analise das laminas. Entretanto
0 desvio padrédo apresentado pode ser considerado alto, mesmo tendo
diferenca estatistica entre os grupos. Talvez uma amostra maior de
casos pudesse compensar este Viés.

O grupo tratado apresentou trés casos de cicatrizacdo
hipertréfica, sendo que s6 um caso foi registrado no lado néo tratado.

Park et al. (2011) em um estudo de expressdo génica de condrdcitos,



em cultura, associados a PRP, sugerem que esta cicatrizagdo
hipertrofica pode estar associada ao aumento da expressao do fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF). Este problema poderia ser
resolvido com o desenvolvimento de um PRP com menor expressao
deste fator.

Sabemos que reparos biologicamente aceitaveis podem se
formar em defeitos tratados ou nédo, e podem, até, ser indistinguiveis
pela aparéncia macroscopica. Desta forma, a avaliacdo histoldgica
permite a diferenciacdo destes tipos de reparos. No nosso caso, tanto a
analise macroscopica quanto microscopica apresentaram diferencas
estatisticamente significativas para melhor no grupo tratado.

Varios outros artigos utilizando modelos de lesdo
semelhantes em coelhos, mas tratando de forma e com materiais
diferentes, obtiveram melhor resultado nos espécimes tratados (Costa
et al., 2001; Ribeiro et al. 2004; Ozsoy et al., 2009; Yan & Yu, 2007).
Como exemplos temos Costa et al. (2001) com matriz 0ssea
desmineralizada, Ribeiro et al. (2004) com transplante autélogo de
cilindro osteocondral e Ozsoy et al. (2009) com bloco 0sseo com
cobertura de periosteo. Porém, assim como 0s nossos resultados, em
nenhum caso houve a formacgédo de cartilagem hialina em sua forma
classica nos tecidos de reparo. Wei & Messner (1999) demonstraram
que mesmo tecidos de reparo com 80% de cartilagem semelhante a
hialina apresentando um comportamento biomecanico inferior a

cartilagem normal, tendem a deteriorar menos com o tempo.



Os mesmos Ozsoy et al. (2009) fazem uma observacgéo
interessante de que mesmo as lesbes controle, deixadas sem
tratamento, apresentam uma cicatrizacdo macroscopicamente
adequada, no entanto com uma alta atividade catabolica, quando
comparadas com o grupo tratado. Supde-se, desta forma, que o
tratamento da lesdo condral tem um potencial de aumentar a duracéo e
funcdo do tecido de reparo, mesmo se esse for um tecido
fibrocartilaginoso. O PRP ja teve comprovada a funcdo de reduzir o
catabolismo condral (Kon et al., 2010) e inibir a apoptose de
condrocitos submetidos a trauma (Rezende et al., 2011),
desempenhando, assim, papel importante também na duracdo do
tecido de reparo.

Milano et al. (2010) realizaram o tratamento de lesGes
condrais em ovelhas com PRP gel ou liquido, associado ou ndo a
microfraturas. O grupo tratado com PRP gel associado a microfraturas
obteve 0s melhores resultados macroscopicos, histologicos e
biomecénicos. Sem, entretanto, formacdo de cartilagem hialina em
qualquer reparo.

Apesar da falta de formacdo de uma cartilagem hialina, ao
observar os resultados dos escores, tivemos no grupo tratado uma
maior presenca de condrocitos, melhor regularidade da superficie, da
espessura condral e melhor integracao lateral nas bordas da leséo. Isso
sugere que esse tecido de reparo, provavelmente, tera uma funcao
mais semelhante a cartilagem hialina e com maior duragdo. Ja quanto

aos maus resultados da metacromasia, isto talvez demonstre uma



matriz  mais  deficiente, com  menor quantidade de
glicosaminoglicanas, mas que pode melhorar com o tempo com a
producéo de matriz pelos condrdcitos.

Drengk et al. (2009) mostraram que condrocitos e células
tronco mesenquimais de ovelhas cultivadas in vitro, com adicdo de
PRP, apresentam uma proliferacdo celular até 67% maior que sem a
adicdo desse. Porém, com reducédo da expressao do acido ribonucléico
(RNA) mensageiro para colageno tipo Il. A explicacdo sugerida é que
0 aumento da proliferacdo influencia negativamente a diferenciacao
celular, mas que isso poderia ser alterado pelo ambiente in vivo, apos a
proliferacéo celular chegar ao seu limite.

Yan & Yu (2007) realizaram o tratamento de lesGes condrais
em coelhos, semelhantes ao nosso modelo, mas tratando com células
tronco mesenquimais, condracitos, fibroblastos ou sangue de cordao
umbilical de humanos em uma matriz de acido poli-lactico (PLA). As
analises macroscopica e histologica foram feitas com seis e 12
semanas. Os resultados do grupo tratado com células tronco
mesenquimais foram os melhores, seguidos pelos resultados do grupo
tratado com condrocitos. Estes ultimos tiveram escore histologico
médio semelhante ao nosso grupo tratado, e o grupo controle também
obteve média semelhante. A avaliagdo macroscopica demonstrou
também resultados semelhantes aos nossos. 1sso pesa a favor da nossa
técnica, por usarmos coelhos mais velhos e com analise com mais
tempo (180 dias), pois os escores destes autores demonstraram ainda

piora com o tempo. Talvez um modelo de tratamento com células



tronco mesenquimais, aplicadas com PRP, possa obter melhores
resultados, o que ja foi sugerido também por Qi et al. (2009).

Nesse trabalho de Qi et al. (2009), foi realizada uma leséo de
4,0mm de diametro e 3,00mm de profundidade na troclea de cada um
dos 38 coelhos do experimento. Esses animais foram divididos em trés
grupos, com 11 espécimes cada. Separaram-se, entdo, cinco coelhos
para avaliacdo biomecanica. No grupo I, as lesdes nao foram tratadas.
No grupo Il, tratadas com matriz de colageno e no grupo Ill, tratadas
com PRP em uma matriz de colageno. Os grupos foram subdivididos
para avaliacdo das pecas com seis e 12 semanas. Com seis semanas
(42 dias), observou-se que o0 reparo do grupo | apresentava
predominio de tecido fibroso. Quanto aos grupos Il e Ill, tecido
fibroso associado a pouco tecido semelhante a cartilagem.
Posteriormente, com 12 semanas (84 dias), o reparo do grupo | ainda
apresentava predominio de tecido fibroso. O do grupo Il, maior
quantidade de cartilagem semelhante a hialina que o grupo 1| e,
finalmente, do grupo Ill, esta caracteristica era ainda mais marcante,
Concluiu-se dessa forma que o PRP tem papel positivo no processo de
reparo da cartilagem.

Observamos, no entanto, que o uso da matriz de colageno
pode ter influéncia positiva nos resultados, como ja foi citado antes.
Qualquer tratamento em cartilagem tem resultado sobremaneira
melhor do que o néo tratar. Apesar dos defeitos terem diametro maior
que o utilizado no nosso modelo experimental, as lesdes foram

realizadas na troclea e ndo na area de carga do condilo femoral medial



que, por suportar maior estresse mecanico, pode evoluir com uma
cicatrizacdo pior e apresentar degeneragdo com o tempo.

Sun et al. (2010) realizaram, por sua vez, um estudo com 16
coelhos adultos jovens, realizando uma leséo de 5,0mm de diametro e
4,0mm de profundidade na troclea dos joelhos. Em um lado, tratou-se
a lesdo com uma matriz de acido poli-lactico-glicélico (PLGA) e no
outro joelho com PRP associado a matriz de PLGA. Foram feitas
lesdes em ambos os joelhos de oito coelhos para servir de controle
sem tratamento. Subdividiram-se estes animais em dois grupos: o
primeiro, avaliado com quatro semanas (28 dias) e o segundo, com 12
semanas (84 dias). Na avaliacdo macroscopica com quatro semanas 0S
grupos tratados foram semelhantes e, por vezes, melhores que o grupo
controle. J& com 12 semanas, 0 grupo controle desenvolveu um tecido
de reparo irregular e avermelhado, o grupo tratado com PLGA tinha
um tecido com aparéncia fibrocartilaginosa e o grupo PRP/PLGA
mostrou o melhor tecido, com coloragédo branca e integrado ao tecido
normal. Nossos resultados assemelham-se, a propoésito, a este
resultado macroscopico.

Ja quanto a histologia, com quatro semanas, 0 grupo controle
apresentou um tecido de reparo mais fibroso, o grupo PLGA, tecido
fibroso associado a tecido imaturo e o grupo PRP/PLGA, tecido com
maior presenca de condrogénese e maior celularidade. Com 12
semanas, 0 grupo controle ainda apresentava maior presenca de tecido
fibroso, o grupo PLGA, fibrocartilagem com pouca matriz e 0 grupo

PRP/PLGA, tecido semelhante a cartilagem hialina. Apesar de terem



feito uma lesdo maior neste estudo, usou-se também uma matriz, neste
caso de PLGA, que pode ter efeito positivo na cicatrizacado, e tal fato
pode ser comprovado pelos resultados melhores no grupo PLGA,
quando comparado ao grupo controle. O tempo de avaliacdo também
foi menor que no nosso estudo, bem como a lesdo fora realizada na
troclea; problemas ja discutidos. Mas na avaliacdo histologica,
separando por critérios, nossos resultados sdo semelhantes aos
exibidos por esse trabalho, sugerindo que o uso de matriz pode ndo ser
necessario, principalmente se trabalharmos com o plasma rico em
plaguetas na forma de gel. Por este motivo pode-se afirmar, ja que oS
resultados seguem um padrdo semelhante em outros artigos, com
certeza, que o PRP que tem um papel ativo essencial na melhor
cicatrizacao do tecido condral.

Como falhas, em nossa pesquisa, podemos citar o grande
nimero de Obitos de animais que poderia alterar a estatistica, mas
optamos por ndo incluir mais animais, porque nossos resultados
apresentaram diferenca com significancia. Como ja citado, o risco de
viés na analise das laminas foi compensado por avaliacdo das mesmas
por uma pessoa experiente sem vinculo com o projeto. Poderiamos ter
feito a imunohistoquimica para pesquisa de colageno tipo Il, mas,
como o0s resultados ja demonstraram diferenca, descartou-se essa

opcao.






5. Conclusao

Com estes resultados podemos concluir que o reparo de
lesdes condrais em joelhos de coelhos, tratadas com gel de plaguetas,
foram macroscopica e histologicamente melhores, com 180 dias de
evolucédo, quando comparados com o mesmo tipo de reparo de lesédo

nao tratada.
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