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DIFERENTES TERAPIAS NA OSTEOARTRITE INDUZIDA POR PAPAINA EM
JOELHOS DE RATOS.

RESUMO - Devido ao aumento da expectativa de vida dos animais e o
crescente numero de pessoas, a osteoartrite (OA), também conhecida como artrose,
surge como uma das afeccdes mais relevantes na medicina veterinaria e humana.
Diversos tratamentos séo utilizados e propostos, porém nao h& ainda consenso sobre
a melhor terapia. Objetivou-se investigar e comparar a eficacia do Laser de baixa
intensidade e o ultrassom terapéutico em conjunto com plasma rico em plaquetas
(PRP), no tratamento da osteoartrite induzida em joelhos de ratos. Foram utilizados
72 ratos distribuidos aleatoriamente em nove grupos de oito animais: Grupo Controle
(GC), Grupo solucéo fisiologica (GCF), Grupo osteoartrite 21 dias (GOA21), Grupo
osteoartrite 42 dias (GOA42), Grupo osteoartrite e Laser (GOALa), Grupo osteoartrite
e Ultrassom terapéutico (GOAUS), Grupo osteoartrite e PRP (GOAPrp), Grupo
osteoartrite, PRP e Laser (GOAPrpLa) e Grupo osteoartrite, PRP e ultrassom
terapéutico (GOAPrpUS). Foi realizada infiltracdo intra-articular de papaina 4% e
cisteina 0,03M e, 21 dias ap0s a induc¢do, iniciou-se tratamento por trés semanas com
laser, ultrassom e/ou PRP. Foram realizadas avaliacdes perimétricas, termogréficas,
macro e microscopicas. Os resultados mostraram interacdo significativa entre os
grupos em relacdo ao tempo para as avaliacbes perimétricas e termograficas,
comprovando que a termografia foi eficaz para avaliar o comportamento da inflamacéo
articular. Nao foram observadas alteragcdes macroscoépicas na cartilagem articular em
nenhum animal, fato este confirmado na avaliacédo histopatolégica, onde evidenciou-
se distensao e inflamacao da capsula articular, indicando a presenca de sinovite. Com
base nos resultados foi possivel concluir que a aplicacdo de uma Unica dose de
papaina 4% intra-articular ndo é suficiente para induzir a osteoartrite em joelhos de
ratos, e sim sinovite. Além disso, os melhores resultados obtidos para a inflamacéo
da sinovia foram com o uso de PRP isolado ou combinado com laser.

Palavra-chave:
Laser, sinovite, PRP, termografia, ultrassom terapéutico.



THERAPIES IN DIFFERENT OSTEOARTHRITIS INDUCED PAPAIN KNEES
IN RATS.

ABSTRACT - Due to increasing life expectancy of animals and the growing
number of people, osteoarthritis (OA), also known as arthrosis, appears as one of the
most important diseases in veterinary and human medicine. Several treatments are
use and proposed, but there is no consensus about the best therapy. This study aimed
to investigate and compare the efficacy of Low-level laser therapy and therapeutic
ultrasound in conjunction with platelet-rich plasma (PRP) in the treatment of
osteoarthritis induced in rats’ knees. Randomly were used 72 mice divided into nine
groups of eight animals: Control Group (CG), group saline (GCF), Group osteoarthritis
21 days (GOAZ21), Group osteoarthritis 42 days (GOA42), Group osteoarthritis and
Laser (GOALa), Group osteoarthritis and therapeutic Ultrasound (GOAUS),
osteoarthritis and PRP Group (GOAPrp), osteoarthritis Group, PRP and Laser
(GOAPrpLa) and Group osteoarthritis, PRP and therapeutic ultrasound (GOAPrpUS).
It was performed intra-articular infiltration of papain and cysteine 0.03M 4% and 21
days after the induction started three weeks treatment with laser, ultrasound and / or
PRP. Evaluations were performed perimeter, thermographic, macro and microscopic.
A significant interaction between the groups with respect to time to the perimeter and
thermographic ratings, proving that thermography was effective to evaluate the
behavior of articular inflammation. Macroscopic changes were observe in the articular
cartilage in any animal, a fact confirmed in the histopathological evaluation, which
showed up distension and inflammation of the joint capsule, indicating the presence of
synovitis. Based on these results it was conclude that the application of a single dose
of 4% papain intraarticular is not sufficient to induce osteoarthritis in the knees of mice,
but synovitis. In addition, the best results to inflammation of the synovium were using
PRP alone or in combination with a laser.

Keyword:
Laser, synovitis, PRP, thermography, therapeutic ultrasound.
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1. INTRODUCAO

Devido ao aumento da expectativa de vida dos animais e o crescente niumero
de individuos obesos e sedentarios, a osteoartrite (OA), também conhecida como
artrose, surge como uma das afeccbes mais relevantes na medicina veterinaria e
humana. A OA é definida, segundo o Colégio Americano de Reumatologia, como o
conjunto de alteracbes na cartilagem articular e na margem do osso subcondral,
produzindo sinais e sintomas que muitas vezes levam a perda ou a diminuigado da
funcdo articular (ALTMAN et al., 1986). A OA nao se limita somente a cartilagem
articular, mas afeta todas as estruturas adjacentes como ligamentos, membranas
sinoviais, meniscos e musculos periarticulares (ARDEN; LEYLAND, 2013; LOESER,
2013). Apresenta alta incidéncia em humanos e animais, especialmente, caninos e
equinos, sendo considerada uma das afeccfes mais comuns nestas espécies
(BROOKS, 2002; LEITE, 2011; RASERA et al., 2007).

Recentemente, por meio de novas pesquisas, comprovou-se que a cartilagem
€ um tecido metabolicamente ativo, possuindo capacidade de regenerar-se através
da producéo de tecido fibrocartilaginoso ou por mitose dos condrdcitos, substituindo o
tecido cartilaginoso lesado. Esse processo de reparacdo pode ser estimulado de
diversas formas, dentre elas por meio de equipamentos fisioterapicos (como terapia
de laser de baixa intensidade ou ultrassom terapéutico) ou pela aplicacao intra-
articular de substancias capazes de promover a proliferagéo celular como plasma rico
em plaquetas (PRP) (ALVES, 2012; REZENDE et al., 2011; SPAKOVA et al., 2012).

Além da cartilagem articular, a membrana sinovial vem gerando relevante
destaque nos estudos atuais. Muito se discute e pouco se sabe como a membrana
sinovial seria capaz de influenciar no processo de OA. Ayral et al. (2005) sugere que
0 aspecto inflamatdrio da sindvia poderia ser considerado como um fator preditivo do
subsequente aumento da condropatia.

Técnicas diagndsticas como tomografia computadorizada e ressonancia
magnética visibilizam com maior exatiddo as lesbes ocasionadas pela OA nas

superficies articulares, meniscos e ligamentos. S&o técnicas usadas com maior



frequéncia na medicina humana, porém menos utilizadas na medicina veterinéria
(MOSHER et al., 2013).

Outras técnicas de avaliacdo estdo sendo desenvolvidas para auxiliar o
diagnostico precoce de OA de uma forma pouco invasiva e objetiva. Cameras infra
vermelhas ou infra-red (IR) passaram a ser ferramentas Uteis para o diagndéstico de
OA. Trata-se de uma camera que capta e transforma essencialmente a radiacéo
infravermelha emitida naturalmente pela superficie corpOrea. Apesar de fornecer
apenas imagem da temperatura da pele, fornece uma imagem térmica de forma
segura, inofensiva e rgpida (RING; AMMER, 2012; VARJU et al., 2004).

O tratamento da OA, na maioria das vezes, consiste em tratar os sinais
clinicos de modo conservador, uma vez que ainda ndo existe tratamento eficaz capaz
de reverter totalmente os danos causados na cartilagem. Na rotina veterindria, o
tratamento clinico consiste no uso oral de analgésicos, anti-inflamatérios néo
esteroidais (AINEs) e suplementacdo com condroprotetores como sulfato de
condroitina e glicosamina (COIMBRA et al., 2004; LINDLEY; WATSON, 2010). No
entanto, o uso prolongado desses farmacos pode, na maioria das vezes, ocasionar
distarbios gastrointestinais e ter menor aceitacdo pelos pacientes com histérico de
doencas hepaticas e renais (LINDLEY; WATSON, 2010).

Na tentativa de encontrar melhores protocolos terapéuticos para a OA, novas
técnicas sdo estudadas no intuito de conseguir uma resposta regenerativa da matriz
extracelular da cartilagem (MEC) e reduzir a perda de cartilagem articular. A aplicacdo
de substancias intra-articulares mostrou-se eficaz no controle da dor e no aumento da
capacidade regenerativa cartilaginosa. Em estudos com coelhos, o uso de &cido
hialurénico (AH), bloqueadores de citocinas e plasma rico em plaquetas (PRP), se
mostrou eficaz no controle da OA e na involucéo dos sinais clinicos (ALBANO et al.,
2010; REZENDE et al., 2011).

Na hipotese de que terapias como o0 Laser e ultrassom podem auxiliar no
tratamento de osteoartrite e que varios trabalhos mostram a acdo benéfica do PRP
intra-articular para a mesma afeccdo, a associacdo entre essas terapias seria
benéfica? Haveria somatoria dos efeitos?

No intuito de responder a essas questdes, objetivou-se com este estudo

avaliar o efeito das terapias com Laser, ultrassom e PRP xendgeno na osteoartrite



induzida por papaina 4% em joelhos de ratos Wistar e a eficacia das possiveis
interac6es do PRP xendgeno com aparelhos fisioterapicos. Avaliou-se também como
o tratamento fisioterapico e PRP podem influenciar nas analises termograficas e

histopatogicas na infiltracdo de papaina em joelhos de ratos.

REVISAO DE LITERATURA

2.1 Osteoartrite

Em estudos mais recentes, houve aumento na prevaléncia da OA nas ultimas
décadas na medicina humana, resultantes das alteracdes mecanicas e/ou bioldgicas
geradas pelo desequilibrio entre a matriz extracelular da cartilagem e do 0sso
subcondral. Os multiplos fatores desencadeantes como fatores genéticos, alteracdes
metabdlicas como a obesidade, reducdo da for¢ca muscular, e o préprio processo de
degeneracdo secundéario ao envelhecimento afetam principalmente as articulacdes
dos joelhos, quadril, carpo e coluna (ARDEN; LEYLAND, 2013; LOESER, 2013). De
acordo com Sandell (2012) nos homens, a OA pode ter um componente hereditario
consideravel, e analises genéticas revelaram genes associados com OA relacionada
com o processo de desenvolvimento da articulacdo sinovial, podendo as mutacoes
nesses genes causar diretamente OA. Além disso, estes genes poderiam determinar
a idade em que se torna aparente a OA, os locais de articulacao envolvida, a gravidade
da doenca e quao rapidamente ele progride. A OA, quando em fase inicial, o paciente
pode apresentar-se assintomatico, mas quando apresenta-se sintomatico pode
apresentar perda funcional do membro, dor frequente e queda na qualidade de vida.

A articulacdo saudavel apresenta uma cartilagem com matriz extracelular
(MEC) abundante e altamente hidratada, com pouca concentracdo de condrdcitos os
quais apresentam apenas cerca de 1 a 2% do volume total da cartilagem. 70% do
peso da cartilagem é agua, e mais de 90% do seu peso seco corresponde aos dois
principais componentes de sua MEC, o colageno tipo Il e o agrecan (GOLDRING;
GOLDRING, 2005). Agrecan é um proteoglicano de molécula complexa, possuindo
um centro proteico, capaz de compor um complexo ternario na cartilagem, composto
de agrecan, acido hialurénico e proteina de ligacdo (JUNIOR, 2007). Diversas

moléculas participam, em minoria, da formacdo do MEC. A cartilagem inclui os



coldgenos menores (tipo VI, IX, X, XI, Xl e XIV), proteoglicanos (decorina, biglican,
perlecan, versican), acido hialurénico, proteinas de ligacao, dentre outras. Enquanto
gue o colageno tipo Il forma o arcabouco das fibrilas, o colageno tipo Xl esta localizado
no seu interior, sendo primordial para a fibrinogénese. Na superficie das fibrilas o
coladgeno tipo IX atua interligando diferentes fibrilas de colageno entre si e com o
coldgeno tipo Il, participando também da interacdo das fibras colagenas com
proteoglicanos (PG) e outros elementos da matriz extracelular (GOLDRING;
GOLDRING, 2005).

A OA inicialmente, apresenta lesdes bem localizadas e focais, indicando na
maioria das vezes, uma area de maior sobrecarga mecanica na superficie da
articulacdo. Inicialmente existe a degradacdo das fibras de colageno tipo II,
localizadas na superficie articular e pericelular. A medida que a doenca progride, as
lesGes se estendem horizontalmente e progressivamente. De acordo com a gravidade
do processo, existe a perda de areas mais profundas, resultando na exposi¢cdo do
0sso subcondral. Esta progressédo pode ser graduada de forma semi-quantitativa, o
gue permite uma avaliacdo da evolucdo da OA (CASTRO, 2008; PRITZKER et al.,
2006).

A degradagédo e remodelagdo da matriz extracelular da cartilagem (MEC)
ocorrem quando existe desequilibrio nas atividades de algumas proteases, em
particular das metaloproteinases de matriz (MMPs), que degradam os constituintes da
MEC. A progressao lenta da OA é explicada pela intensa atividade tanto pelos
catabodlicos (degradacao condrécitos) como anabdlicos (tentativa de reparo dos
condrdcitos) (LOESER, 2013; REDDI, 2003; ROSA, 2009).

Segundo Pelletier (2004) a inflamacao da membrana sinovial pode ter relacéo
com a progressao das lesdes da cartilagem, onde possiveis fragmentos formados pela
protedlise poderiam provocar a inflamacdo sinovial, piorando a degradacdo da
cartilagem, gerando um ciclo vicioso. As caracteristicas inflamatorias que a membrana
sinovial pode apresentar séo: espessamento da camada interna, formacdo de
agregados linféides e angiogénese. A sindvia artritica produz mediadores
inflamatorios como IL-1a, IL-18 e TNF-a (HAYWOOD et al., 2003).

No entanto, had evidéncias crescentes de que a inflamacdo da sinovia

desempenha um papel importante em todas as fases do processo patogénico da OA,



incluindo as fases iniciais da doenca. Provavelmente a sinovite tem um papel
etiolégico no aparecimento da OA, podendo ser um precursor em vez de apenas uma
consequéncia da OA. Em um estudo, foram avaliados joelhos de 120 pacientes com
historico clinico de traumas, pés cirurgicos ou artroscopia, e/ou com algum grau de
sintomatologia de OA inicial, mas com escore de Kellgre Lawrence igual a O (sistema
de grau radiologico de osteoartrose que varia de 0 para auséncia de alteracfes a 4
com alteracOes radiograficas severas). Estes pacientes foram avaliados anualmente
por radiografias e ressbnancia magnética por 4 anos. Nas ressdnancias foram
verificadas a presenca de efuséo sinovial e sindrome de Hoffa (inflamagé&o da gordura
infrapatelar) antes mesmo do aparecimento de sinais radiogréaficos, e que
posteriormente evoluiram para OA com presenca de alteracGes radiograficas. O
estudo concluiu que a presenca da sinovite aumenta o risco de perda de cartilagem e
que pode ser fator de aceleracéo de inflamacéo no inicio da doenca (ATUKORALO et
al., 2015).

2.2 Laser

Na constante busca por técnicas terapéuticas menos invasivas e mais
eficazes para OA, o laser tem se destacado por minimizar os efeitos da inflamacéo
tecidual por meio de bioestimulac&o celular, tendo como consequéncia, o controle da
dor e do edema e por acelerar processos cicatriciais, atuando no tecido lesionado sem
causar efeitos colaterais ou deletérios aos tecidos circunvizinhos (GUSMAO, 2011;
TUNER; HODE, 2010).

O termo LASER vem de um acrobmio de “Light Amplificatin by Stimulated
Emission of Radiation” ou “Luz Amplificada por Emisséo Estimulada de Radiagao”. Os
primeiros estudos sobre os efeitos terapéuticos do feixe de luz comecaram por volta
de 1960, enfatizando no tratamento de lesbes de pele e analgesia. A medida que os
estudos avancaram, novos efeitos foram reportados, aumentando o interesse
cientifico sobre a terapia por emisséo de luz (GUSMAO, 2011; TUNER; HODE, 2010).

Para que ocorra o efeito fotobiomodulador ou fotobioestimulativo, o laser deve
ser capaz de atingir as organelas celulares, como mitocondria e a membrana celular.
Cromoforos e citocromos da cadeia respiratoria, presentes nas membranas celulares

e mitocOndrias sdo estimulados por fotons, ativando e iniciando a producdo de



trifosfato de adenosina (ATP), modificando o transporte iGnico, aumentando em curto
prazo a glicélise, a oxidacao fosforilativa e posteriormente a replicacdo do &cido a
desoxirribonucleioco (DNA). As mitocondrias quando irradiadas com fotons, sdo
induzidas a alteracdes na homeostasia celular, levando a uma cascata de reacdes
que ativa a cadeia respiratéria. Segundo Farivar, Malekshahabi e Shiari (2014), a
laserterapia de baixa intensidade (LTBI) a curto prazo altera as curvas de ions
hidrogénio (H*) intracelular, altera a permeabilidade da membrana celular aumentando
o influxo de calcio (Ca**) para o meio intracelular. As concentracdes altas de Ca*™*
intracelular modulam a sintese de DNA e do acido ribonucleico (RNA). Os fétons
estimulam a producédo de ROS (espécies reativas de oxigenio) em baixa quantidade,
gue ativa os fatores de transcricdo, e induzem a transcricdo de genes responsaveis
pelos efeitos benéficos da LTBI. ROS em niveis baixos estimulam a proliferacédo
celular, mas pode inibir a proliferagdo e matar células quando em niveis elevados. O
oxido nitrico também esté envolvido no LTBI, no qual participam na cadeia respiratoria
e contribuem para a vasodilatacéo local (FARIVAR; MALEKSHAHABI; SHIARI, 2014).
Outras enzimas também sdo ativadas com os fétons, desencadeando reacdes
quimicas no organismo e a liberacao de substancias pré-formadas como a serotonina
e opidides enddgenos. Os efeitos fotofisicos, fotobioldgico e fotoquimicos gerados
atingem ndo somente a area irradiada, mas também tecidos adjacentes. Podemos
dizer que os efeitos fotobiolégicos possuem acéo direta e indireta. Os efeitos diretos
sdo observados durante a irradiacdo, na qual envolve a sintese de ATP e a
fotoestimulacdo da taxa respiratéria. Os efeitos indiretos sdo observados horas ou até
mesmo dias apds a irradiacdo, como os efeitos analgésicos, anti-inflamatério e
cicatrizante (TUNER; HODE, 2010).

As lesdes na cartilagem, um tecido com limitacbes na regeneracao, S8o0 um
desafio para o clinico e varios protocolos terapéuticos sdo propostos para o tratamento
deste tipo de afeccdo. A LTBI é uma das opcdes que vem se mostrando eficaz e néo
invasivo. Os protocolos utilizados sdo os mais variados e o interesse vai desde a
regeneracao cartilaginosa até os efeitos analgésicos e anti-inflamatorios que LTBI
possui (TUNER; HODE, 2010).

Mangueira et al. (2015) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar as

alteracdes bioquimicas associadas com Laser usando 660 e 780 nm, em modelo



experimental de OA em joelhos de ratos induzida com colagenase. Na avaliacdo por
histomorfometria e por bandas Raman foi observado que a LTBI acelerou a
decomposicéo inicial de cartilagem destruida por colagenase e estimulou fibroblastos
a sintetizar a reparacao do colageno lll, o que sugere efeito benéfico de LTBI na OA.
Na tentativa de avaliar os efeitos analgésicos e a biomodulacdo sobre a
microcirculagdo que o LTBI gera, Hegedus et al. (2009) utilizaram termografia para a
avaliacdo de pessoas com osteoartrite no joelho separados em grupos placebo e
grupo tratados com laser. Foi utilizado laser de 830 nm continuo, na dose de 6J/ponto
e termografia antes do exame, imediatamente apds, 2 semanas, e 2 meses depois
de completar a terapia. A flexdo da articulagdo, circunferéncia, e sensibilidade a
pressdo foram medidos para verificar os efeitos analgésicos. Concluiram que no grupo
tratado com LTBI houve reducéo da dor e melhora a microcirculacdo da regido tratada.
Assis et al. (2015), verificaram os efeitos do treinamento fisico aerdbio e da
LTBI sobre as lesdes degenerativas e sobre os mediadores inflamatérios na
cartilagem articular, utilizando um modelo experimental de OA em ratos. Apés a
inducao por ruptura do ligamento cruzado cranial, 0s grupos tratados com treinamento
fisico (esteira, 16 m / min; 50 min / dia) associado com laser 808 nm na dose de 50
Jicm?, 3 dias / semana, foram avaliados e demonstraram melhor padrdo de
organizacao do tecido em comparagao com o grupo OA néo tratado, sugerindo que o
treinamento fisico e a LTBI foram eficazes na prevencdo da degeneracdo da
cartilagem e na modulacao do processo inflamatério.
Em contrapartida, um estudo retrospectivo de 612 artigos publicados entre
2000 e 2014 sobre a eficacia do laser em joelhos com OA nenhuma diferenca
significativa foi identificada nos estudos conforme a Associacdo Mundial de Laser
Terapia, ndo comprovando a eficacia do LTBI como uma terapia para pacientes
humanos com OA em joelhos (HUANG et al., 2015).

2.3 Ultrassom terapéutico
O ultrassom terapéutico (UST) é definido como ondas acusticas de alta
frequéncia. Essas ondas sao produzidas por um transdutor, normalmente de quartzo
ou ceramica sintética chamada PZT (chumbo, zircnio e titanio), que vibra e transmite

ondas acusticas longitudinais absorvidas pelo tecido por meio de gel condutor. As



ondas variam de 1 a 3MHz podendo produzir efeitos térmicos e néo térmicos, que
respectivamente determinam a penetracdo da onda em profundidades que variam
entre2a5cme 0,5a3cm (AGNES, 2010; LEVINE et al., 2008).

A absorcédo das ondas sonoras ocorre através de um meio que recebe e a
transforma em energia cinética, podendo ser total ou parcial. A capacidade de
absorcdo dos tecidos é um importante fator para que a energia aplicada resulte em
um efeito terapéutico. Os tecidos com maior quantidade proteica absorverdo melhor
as ondas sonoras comparado aos tecidos com alto teor de agua, como sangue e
gordura. Sendo assim, os tecidos foram classificados de acordo com o coeficiente de
absorcado acustica, onde os melhores absorventes séo os tecidos com alto contetdo
colageno, como ligamento, tenddo, fascia, capsula articular e tecido cicatricial
(AGNES, 2010).

O UST possui dois efeitos distintos, podendo funcionar como efeito térmico ou
diatermia e efeitos atérmicos ou mecanicos e biologicos. Os efeitos térmicos
produzidos aumentam a extensibilidade do colageno, do fluxo sanguineo, aumentam
a velocidade de conducdo do estimulo nervoso, aumenta a atividade enzimatica e
macrofagica e o limiar de dor. Os efeitos ndo térmicos sdo resultado da vibragéo
molecular gerada pelas ondas acusticas, provocando compressao e rarefacdo. Esse
fendbmeno é chamado de corrente acustica. Os efeitos ndo térmicos incluem
alteracdes na permeabilidade da membrana celular aumentando o influxo de Ca**
intracelular, na fagocitose, aumento da liberacdo de histamina e o aumento da
liberacdo de fatores de crescimento estimulando a deposicdo de colageno,
angiogénese e proliferacéo de fibroblasto (AGNES, 2010).

Comparando a eficiéncia do UST continuo e pulsado em tenddes, Bertoline et
al. (2012) verificaram dois protocolos de ultrassom terapéutico sobre dor e edema em
tenddes de ratos apdés trauma. Verificaram que o UST causou diminui¢do de dor e
edema, principalmente na forma pulsada.

Coradine et al. (2013) avaliaram a eficacia do UST e da LTBI para o controle
da dor musculoesquelética em ratos com hiperestesia induzida. Foram avaliados os
efeitos antinociceptivos do laser e do UST separadamente ou em conjunto. Os animais
tratados com UST receberam a dose de 1 MHz, 0,4 W/cm? e os animais com LTBI

receberam a dose de 830 nm, 8 J/cm2. Utilizou-se como agente indutor de



hiperestesia 100 pL de solucao de formalina 5% no joelho direito. Ao avaliar os efeitos
das terapias, os autores verificaram que as terapias quando utilizadas de forma
isolada apresentavam melhores resultados do que quando usadas em associacao.
Ambas as modalidades apresentaram efeitos analgésicos, porém o UST demonstrou
ser mais eficaz que a LTBI.

Um estudo recente foi feito para avaliar os efeitos e mecanismo do ultrassom
pulsado de baixa intensidade sobre a matriz extracelular de joelhos com OA em
coelhos. Sessenta coelhas adultas foram induzidas a OA pelo método Hulth e duas
semanas apoés a inducdo, os coelhos no grupo experimental foram tratados com
ultrassom e no grupo controle foi realizada a mesma metodologia de inducao, porém
sem a producdo de energia (aparelho desligado). Observou-se que no grupo
experimental a OA foi mais discreta do que no grupo controle, provavelmente pelo uso
da terapia por ultrassom (XU et al., 2014).

Zhang et al. (2015) realizaram uma revisdo de artigos que exploravam os
efeitos do UST sobre a dor, atividade funcional do membro e a seguranca de aplicacéo
em joelhos humanos com OA. Os autores verificaram 10 artigos nas quais possuiam
ensaios clinicos controlados em pacientes com OA em joelhos, e concluiram que o
UST mostrou ter um efeito positivo sobre a dor e a funcao fisica. A escala de dor dos
pacientes foi avaliada através de questionarios aplicados e por avaliacdo da
capacidade funcional do individo.

Carlos, Belli e Alfredo (2012) compararam a eficacia das terapias do UST
continuo com UST pulsado associado com a exercicio na reducéo da dor, melhora da
amplitude de movimento, forca muscular, qualidade de vida e funcionalidade de
pacientes humanos com OA em joelhos. Na comparacao intergrupos, o Grupo UST
continuo apresentou melhora significativa quando comparado aos demais grupos

quando associado a exercicios.

2.4 Plasma Rico em Plaquetas (PRP)
De acordo com Mehexus et al. (2015) o plasma rico em plaquetas (PRP) é um
derivado autdlogo do sangue total, que contém concentracdes elevadas de varios
fatores de crescimento, em especial o fator de crescimento transformador beta 1

(TGF-B1) que influencia na cura de tecidos como tendéo, ligamento, musculo, e 0ssos.
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Devido ao potencial destes fatores, varios estudos séo realizados investigando a sua
efichAcia no tratamentos de diversas afec¢cdes osteomusculares degenerativas,
incluindo a OA. Além dos fatores de crescimento, o PRP também demostra potencial
para diminuicdo mediadores pré-inflamatérios .

Quando o PRP é aplicado de forma intra-articular, trombinas enddgenas sao
liberadas pelo tecido ou cartilagem lesionada, estimulando as plaquetas a liberarem
fatores de crescimento por degranulacdo. Dos diversos mediadores liberados, alguns
agem como agentes anticatabolico e anti-inflamatério, como: fator de crescimento
derivado de plaqueta (PDGF), receptores soluveis do fator de necrose tumoral (TNF-
RI), antagonistas do receptor de interleucina-1 (IL-1RA), fatores de crescimento do
endotélio vascular (VEGF), fator de crescimento transformador (TGF), fator
plaquetario 4 (PF4), fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento
semelhante a insulina (IGF), osteocalcina (Oc), osteonectina (On), fibrinogénio,
vitronectina, fibronectina e trombospondina-1 (TSP-1). O TNF-RI e IL-1RA,
respectivamente inibem a sinalizacédo de substancias pro-inflamatdrias e de apoptose.
Atuando como inibidor da lesdo cartilaginosa, o TGF-1 age também como regulador
dos genes inibidores da metaloproteinases (TIMP-1), aumentando a concentracao
deste gene. Os elementos IGF-1, PDGF e TGF-1, aumentam a proliferacdo de
condrdcitos, auxiliam na regulacdo metabdlica do osso subcondral, favorecendo a
preservacao da cartilagem, através da homeostase entre a sintese e a degradacao
dos proteoglicanos. Do mesmo modo, foi visto que o PDGF possui capacidade de
estimular fibroblastos sinoviais a produzir AH (KNOP; PAULA; FULLER, 2015).

Em um aspecto geral, a maioria dos trabalhos que revisaram artigos sobre PRP
intra-articular, demonstraram bons resultados quanto ao controle da dor e fungéo em
pacientes humanos com OA sintomaticos, com melhoria significativa de até 12 meses.
Porém muitos parametros sdo discutidos, como uso comparativo entre &cido
hialurénico e PRP, a auséncia de padrdo no processo de obtencdo do PRP, assim
como a auséncia de padrdo dos pacientes tratados. A deficiéncia de evidéncias
consistentes sobre a agdo do PRP sobre a cartilagem articular nos exames de imagem
também é um fator conflitante (KNOP; PAULA; FULLER, 2015; LAI et al., 2015;
MEHEUX et al., 2015).
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Em um modelo de estudo com céaes, utilizou-se PRP leucoreduzido para
avaliar a eficiéncia no controle da dor, cicatrizacdo meniscal e melhora funcional em
joelhos com ruptura de ligamento cruzado cranial. As cinco injeccdes intra-articulares
de PRP feitas com reducdo de leucdcitos obtiveram efeitos benéficos para a
cicatrizacdo da cartilagem, melhora da amplitude articular, diminuicdo da dor e
melhora da funcdo do membro por um tempo superior a seis meses neste modelo
(COOK et al., 2015).

Gormeli et al. (2015), comparam a eficacia de aplicacdes Unicas ou multiplas
de PRP intra-articular, assim como a aplicacdo de AH em diferentes estagios de OA
em joelhos de pacientes humanos. Pacientes com OA incial apresentaram boa
resposta quando tratados com multiplas aplicacdes intraarticulares de PRP e AH, mas
para OA avancada ndo houve melhora significativa entre os resultados clinicos dos
pacientes.

Em outro estudo foi avaliado se o PRP intra-articular poderia reduzir a apoptose
pos-traumatica de condrécitos em coelhos, utilizando PRP humano. Comparou-se o
uso de PRP com solucdo fisiologica intra-articular pds-trauma, e concluiu-se que a
injecdo intra-articular de PRP feita imediatamente apds trauma, reduziu as taxas de
apoptose de condrécitos de coelhos (REZENDE et al., 2011).

2.5 Termografia diagnéstica

A termografia por infravermelho € um exame complementar de imagem, e vem
sendo usada como uma importante ferramenta, auxiliando no diagndstico de afeccdes
musculoesqueléticas tanto na medicina humana quanto na veterinaria. Porém, a
avaliacao pela termografia ainda esta susceptivel a variacbes de métodos. A falta de
métodos precisos para a utilizacao clinica no diagndéstico de fenémenos fisiolégicos
anormais, dificulta a padronizacdo e a correta interpretacdo da termografia. A
avaliacdo da temperatura superficial da pele € intimamente dependente das condi¢cdes

ambientais e do metabolismo do individuo (DELLA NINA, 2012; DENOBLE, 2010).
Brioschi (2011) teve como objetivos verificar e propor uma normalizagcéo
térmica cutanea considerando temperatura ambiente e do paciente humano para
estudo termogréfico infravermelho. Foram avaliados com sucesso alteragdes em

pacientes com tumor de mama e doengas benignas da mama (displasia mamaria,
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cistos, mastite), artrite em joelhos, sindrome de dor miofascial, sindrome fibromiélgica,
febre e amputacdo parcial de extremidade sugerindo que o0 uso de camera
termografica é viavel e eficaz para diagnéstico de enfermidades que comumente
causam anormalidades na distribuicdo de temperatura cutanea.

Avaliacdo termogréfica permite uma avaliagdo rapida, ndo invasiva e sem
contato, possibilitando avaliagdo mais completa de pacientes que, algumas vezes, sao
de dificil manejo (DELLA NINA, 2012). Catkosinski et al. (2015) induziram
experimentalmente reacdes inflamatérias em diferentes areas em ratos para avalicao
termografica em diferentes estagios. Concluiu-se que a analise termogréfica permite
indicar a presenca de reagdo inflamatdria dentro de tecidos examinados (labios,
pleura, digitos e membros) e determinar a dinamica deste processo.

Denoble et al. (2010) assim como Varju et al. (2004), avaliaram a
reprodutibilidade das medi¢cdes de infravermelhos em joelhos e associaram com
gravidade radiografica da OA. As alteracdes na temperatura da pele da regido patelar
mostraram-se correlacionadas com a severidade de raio-x da OA do joelho,

mostrando-se eficaz como medida objetiva de um sinal de inflamacéo.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Aspectos éticos
O presente trabalho foi submetido & Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) - UNESP — Campus
Jaboticabal, aprovado e executado de acordo com as normas em experimentacao
animal do CONCEA (Protocolo CEUA n° 04179/14).

4.2 Animais e Grupos Experimentais
Foram utilizados 72 ratos Wistar machos adultos (Rattus norvergicus albinus),
provenientes do Biotério Central de Botucatu — Unesp - Campus de Botucatu- SP. Os
animais foram alojados em caixa de polimero de forma individual, mantidos sobre

condic¢des controladas de luz, ruido, umidade e temperatura, ragdo comercial para a



13

espécie e 4gua a vontade, mantidos no Laboratério de Fisiologia — LAFEA — Unesp —
Campus Jaboticabal- SP.

Foram também utilizados 5 coelhos da raca Nova Zelandia, do mesmo biotério,
para a coleta e confeccédo do PRP.

Em todos os animais, exceto os do grupo controle (GC) e grupo controle
solugao NaCl 0,9% (GCF), induziu-se a OA experimentalmente mediante aplicacéo
intra-articular de papaina 4% no joelho esquerdo.

Os 72 animais foram distribuidos em 9 grupos, ilustrados nos diagramas

abaixo:

Grupo 1 (GC): grupo controle (n=8), onde ndo foi realizada nenhum tipo de

inducaol/intervencao.

I | 5
& v

Dia 0 42 dias — Eutanasia GC

Grupo 2 (GCF): Grupo Controle Solucdo NaCl 0,9% (n=8). Neste grupo 0s animais

receberam solugéo fisiologica intra-articular.

| L

v 2
Dia 0 — Infiltracdo de 0,3 mL intra- 42 dias — Eutanasia
articular (joelho esq.) de solucdo GCF
NaCl 0,9%

Grupo 3 (GOAZ21): neste grupo (n=8) foi realizada a OA experimental com a aplicacao

intra-articular da papaina a 4% nos joelhos esquerdos.

| I >

v v
Dia 0 — Infiltrag3o de 0,15 mL 21 dias — Eutanasia
papaina 4% + 0,15 mL cisteina a GOA21

0,05M intra-articular (joelho esq.)
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Grupo 4 (GOALa): apos a inducéo de OA, neste grupo (n=8) foi realizada a aplicacédo

de LTBI trés vezes por semana durante trés semanas.

28 dias - LTBI 35 dias - LTBI

| I o I B O N
v v i
Dia 0 — Infiltracdo de 0,15 mL 21 dias — Inicio 42 dias -
papaina 4% + 0,15 mL cisteina a tratamento LTBI Eutanasia

0,05M intra-articular (joelho esq.) GOAlLa GOAlLa

Grupo 5 (GOAUS): apoés a inducéo da OA, neste grupo (n=8) foi realizada a aplicacao
de UST trés vezes por semana durante trés semanas.

28 dias - UST 35 dias - UST

i HHHHHH

Dia 0 — Infiltracdo de 0,15 mL 21 dias — Inicio 42 dias — Eutanasia
papaina 4% + 0,15 mL cisteina a tratamento UST GOAUS
GOAUS

0,05M intra-articular (joelho esq.)

Grupo 6 (GOA42): neste grupo (n=38) foi realizada a OA experimental com a aplicacao

intra-articular da papaina a 4% nos joelhos esquerdos.

| L
Dia 0 — Infiltracdo de 0,15 mL
papaina 4% + 0,15 mL cisteina a
0,05M intra-articular (joelho esq.)

42 dias — Eutanasia
GOA42



15

GRUPO 7 (GOAPrp): neste grupo (n=8) os animais foram induzidos a OA

experimental e depois tratados somente com uma aplicacdo de PRP intra-articular.

>

v v v
Dia 0 — Infiltragdo de 0,15 mL 21 dias — Aplicagdo de 0,1 42 dias - Eutanasia
papaina 4% + 0,15 mL cisteina a mL de PRP + 0,04 mL de GOAPrp
0,05M intra-articular (joelho esq.) gluconato de célcio

GRUPO 8 (GOAPrpLa): Ap6s 21 dias da inducdo a OA, neste grupo (n=8), foi
realizada uma aplicacdo de PRP intra-articular e, apos trés dias, foi iniciado tratamento

com LTBI trés vezes por semana durante trés semanas.

24 dias - Inicio tratamento LTBI
28 dias - LTBI 35 dias - LTBI

GOAPrplLa
A
| HA
Dia 0 — Infiltracdo de 0,15 21 dias — Aplicacdo de 42 dias — Eutanasia
mL papaina 4% + 0,15 mL 0,1 mL de PRP + 0,04 GOAPrplLa
cisteina a 0,05M intra- mL de gluconato de
articular (joelho esq.) calcio

GRUPO 9 (GOAPrpUS): neste grupo (n=8), 21 dias ap06s a inducéo a OA, foi realizada
a aplicacao de PRP intra-articular e, apds trés dias, foi dado inicio ao tratamento com

UST trés vezes durante a semana durante trés semanas.

24 dias — Inicio tratamento UST

GOAPrpUS 28 dias- UST | 35 dias- UST
| L 400 4111 ¢ ___i_+
v v | I I
Dia 0 — Infiltracdo de 0,15 21 dias — Aplicacdo de 42 dias — Eutanasia
mL papaina 4% + 0,15 mL 0,1 mL de PRP + 0,04 GOAPrpUs
cisteina a 0,05M intra- mL de gluconato de

articular (joelho esq.) calcio
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3.3 Anestesia e inducao da osteoartrite

Os animais antes do procedimento de inducdo de osteoartrite foram
submetidos a anestesia dissociativa pela associacdo de cetamina (90mg/kg) + xilazina
2% (10mg/kg) intraperitoneal. Ato continuo, foram realizadas tricotomia e antissepsia
do membro pélvico esquerdo, envolvendo a articula¢éo do joelho, onde foi infiltrada a
substancia indutora de OA.

A solucéo indutora de OA constituiu de 15 pL de papaina 4% (Injectcenter®?) e
15 pL de cisteina 0,03 M (Injectcenter®?), usado como ativador da papaina, totalizando
30 pL de solugéo indutora. Foi feita uma anica infiltragdo intra-articular no joelho
esquerdo de cada animal (MURAT et al., 2007; LITTLE; SMITH, 2008; ROSA, 2009;
LIU; YUAN; ZHANG, 2011) e, apos 21 dias, iniciado o tratamento com UST e LTBI
como descrito anteriormente.

O GSF recebeu uma aplicacao de 30 pL no joelho esquerdo de solucao salina
0,9%.

Imediatamente ap06s a inducédo da OA e durante trés dias consecutivos, todos
0s animais receberam cloridrato de tramadol na dose de 2mg/kg, por via subcutanea,

a cada 12 horas.

3.4 Protocolos de tratamento

3.4.1 Ultrassom terapéutico
O aparelho escolhido para tratamento do GOAUS e do GOAPrpUS foi o da
marca IBRAMED®!, modelo SONOPULSE 1.0 MHz e 3.0 MHz, utilizando-se o
transdutor de 1.0 MHz com ERA de 3,0cm?, com poténcia média de saida de
ultrassom de 2W, utilizado no modo de emissdo pulsado, sendo a frequéncia de
repeticdo do pulso de 100Hz, com razao de pulso de 1/2 (50%), intensidade efetiva
de 0,4W/cm? e poténcia efetiva de 0,4W (CORADINI et al., 2013) durante um minuto,

sobre a face medial da articulacdo esquerda e acoplamento com gel, realizando

! Industria Brasileira de Equipamentos Médicos, Amparo, S3o Paulo
2 Injectcenter Manipulagdo de Produtos Farmacéuticos LTDA. EPP., Ribeirdo Preto, S50 Paulo


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21500578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yuan%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21500578
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21500578
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movimentos circulares lentos. O tratamento foi iniciado 21 dias ap6s a inducdo OA e
repetido trés vezes por semana, durante 21 dias.

3.4.2 Laser

O aparelho escolhido para tratamento do GOALa e do GOAPrpLa foi da marca
IBRAMED®?, modelo LASERPULSE, classe 3B, PROBE com diodo semicondutor de
arsenieto de galio (GaAs), com poténcia de saida de 70W * 20%, comprimento de
onda A de 830nm, area de contato de 0,11600cm?, duracéo do pulso de 60ns, com
aplicacdo transcutanea pontual, com densidade de energia de 3J/cm? e tempo de 12
segundos em cada ponto (PALLOTTA et al.,, 2013) em quatro pontos ao redor da
articulacao do joelho esquerdo (um ponto na lateral, um ponto medial, um ponto sobre
tendao patelar e um ponto caudal ao joelho esquerdo). O tratamento foi iniciado 21

dias apds a inducdo da OA e repetido trés vezes por semana, durante 21 dias.

3.4.3 Coleta e preparo do Plasma Rico em Plaquetas (PRP)

Para a confeccao do PRP, foram coletados 5 mL de sangue periférico total de
cada coelho de cinco coelhos diferentes, utilizando frascos a vacuo de citrato de sodio
e 1mL de sangue em frasco a vacuo com EDTA para verificar a contagem plaquetaria
inicial de cada amostra. ApGs a coleta, os frascos com EDTA foram para a analise de
contagem de plaquetas e s6 depois disso, as amostras com citrato foram
encaminhados ao laboratério de Patologia Clinica da FCAV-Unesp Jaboticabal. Os
hemogramas foram analisados antes do processo de preparo do PRP para verificagao
plaquetaria no aparelho PocH-100iV Diff® através do método de deteccéo por corrente
direta com foco hidrodindmico. No laboratorio as amostras com citrato foram
centrifugados duas vezes (a primeira vez foi centrifugado a 1.600 rpm por 10 minutos
e a segunda centrifugacdo a 2.000 rpm por 10 minutos para concentrar as plaquetas)
(PAZZANI, 2014). O concentrado de plaquetas foi separado e o restante do
centrifugado desprezado, produzindo uma média de 0,5mL de PRP de cada frasco
coletado. ApdOs processamento, uma pequena amostra do PRP foi retirada para avaliar
a concentracdo de plaquetas. A avaliacdo foi feita através da contagem em camara
de Neubauer utilizando liquido diluidor de Brecher. Para evitar excesso na diluicdo da

amostra, foi determinado uma linearidade de contagem em relacdo ao desvio padrao
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dos valores referéncias da espécie (>700.000 plaquetas). Apos a verificagdo da
concentragdo plaquetarias das amostras, o PRP produzido foi imediatamente aplicado
nas articulacdées do joelho esquerdo de cada animal na quantidade de 0,1 mL. Antes
das aplicacbes foi adicionado gluconato de calcio na dose 0,22 mEg/mL de PRP
(0,04mL de gluconato de calcio) (PAZZANI, 2014) para a ativagéo plaquetaria. O PRP
foi aplicado apos 21 dias da inducéo da OA e nos grupos GOAPrpLa e GOAPrpUS os

tratamentos iniciaram trés dias apos a aplicacdo do PRP.

3.5. Avaliacdes
3.5.1 Avaliagdo da perimetria

No intuito de estimar o edema causado pelo processo inflamatério produzido
pela injecdo de papaina intra-articular e avaliar o efeito antiedematogénico do laser e
ultrassom foi utilizada trena antropométrica a fim de quantificar o diametro articular
(milimetros) do joelho, usando como resultado a média dos joelhos injetado com a
papaina (CALADO et al., 2015).

As mensuracgdes foram realizadas a partir da flexura do joelho seguindo todo
seu didametro, imediatamente antes da inducdo de OA e aos 3, 7, 15, 21, 28, 35 e 42

dias ap0s a inducao.

3.5.2 Avaliacdo camera termografica (CT)

Para a avaliacdo termografica das articulagbes em tratamento, foi utilizada a
camera utilizada da marca FLIR® modelo i50 com sensibilidade térmica de 0,1 graus
Celsius. Antes de cada avaliagdo os animais foram mantidos por 15 minutos dentro
da sala de avaliacdo com temperatura controlada variando entre 20 a 22 graus
Celsius, com a finalidade de padronizar a temperatura ambiente e adaptar o animal a
temperatura ambiental. Previamente, foi realizada tricotomia da regido da articulagéo
fémoro-tibio-patelar de ambos os membros, 15 minutos antes da avaliagdo. A
tricotomia foi necessaria para melhor comparacéao individual das articulacdes e para a
realizagdo dos tratamentos nos grupos. A camera era posicionada a 30 cm de

distancia da area avaliada, coletando imagem da regido medial da articulagcéo alvo. A
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camera era ajustada com emissividade 0,98. Para avaliagdo os animais foram
contidos manualmente e mantidos em posicao ventro-dorsal para melhor analise do
joelho esquerdo. Foram coletadas imagens nos momentos 3, 7, 15 e 21 dias apés
inducdo OA, e antes e apoés cada tratamento com UST ou LTBI ao longo dos 21 dias
de tratamento. Os animais dos GC, GF, GOA21, GOA42 e GOAPrp foram avaliados
em conjunto aos animais tratados.

As imagens termograficas captadas foram analisadas pelo software de
imagens FLIR Tools®, fornecido de forma online pelo site do fabricante da camera
termografica FLIR®. No programa, as imagens foram analisadas de modo a padronizar
0 quadrante a ser avaliado no joelho. Como padronizagéo, foi priorizado avaliar regiao

caudal a patela, tomando como referéncia as delimitacdes anatbmicas para tornar a

avaliacdo mais fidedigna (Figura 1).

Figura 1: Avaliacdo da imagem termografica de joelho de rato Wistar e padronizacéo
local de avaliacdo por meio do software FLIR Tools® evidenciado pelo circulo preto-
Jaboticabal, 2015.
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3.6. Eutanésia e obtencdo do material para analise

ApGs completarem 42 dias de indugédo OA e de 21 dias de tratamento, com
excecdo do grupo GOA21, os animais foram submetidos a eutanasia em caixa
hermeticamente fechada, contendo algoddo embebido com isofluorano sem contato
com o meio externo. Apés eutandsia, as articulagdes foram acessadas para avaliacao
macroscopica da superficie articular. O padréo seré descrito posteriormente. Apés a
avaliacdo, foram coletadas amostras da capsula articular e da articulacédo do joelho
esquerdo. ApoOs a retirada do material, as amostras eram fixadas em formol

tamponado a 10% e encaminhadas para analise histopatoldgica.

3.7 Andlise macroscopica
Conforme citado anteriormente, a analise macroscopica da superficie articular
foi realizada imediatamente ap6s a eutanasia e utilizou-se o critério de classificacdo

de acordo com o Quadro 1.

Quadro 1. Classificacdo das alteracdes macroscopicas da superficie articular
cartilaginosa

S/IA - superficie articular lisa; sem alteragcfes de relevo
+ - superficie articular rugosa, com perda do brilho, mas sem

alteracdes do relevo

++ - superficie rugosa, com perda do brilho e depressdes na
superficie
+++ - exposicao do osso subcondral

Fonte: Adaptado de ALBANO et al. (2010)

3.8. Analise Microscépica
O processamento do material foi realizado no Servico de Patologia da
Universidade de Franca, UNIFRAN, Franca- SP. As laminas foram coradas com

Hematoxilina e Eosina (HE) e com Picrosirius, para avaliacdo mais detalhada da
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densidade e organizacao das fibras colagenas. Os fragmentos de cdpsula articular e
0sso adjacente foram coletados de todos os grupos e fixados em formol 10%. Seguiu-
se para 0 processamento para inducdo em blocos de parafina e coloracdo H.E. e
Picrosirius. Os fragmentos 0sseos passaram por descalcificacdo antes do
processamento. As imagens foram capturadas com camera fotografica Sony CCD101
e enviadas para um monitor, congeladas e escaneadas.

Na avaliacdo histopatologica com coloragdo com Picrosirius, estimou-se
guantificar a densidade e organizacao das fibras colagenas de forma mais detalhada
por meio do software Image Pro-Plus® 4.5 para Windows Media Cybernetic. Uma
pequena area de cada lamina foi selecionada para andlise e estudo da densidade e
organizacdo das fibras colagenas (Figura 2). O colageno emite um brilho de
birrefringéncia, sendo possivel observar uma variedade de cores fluorescentes

(vermelho, verde e amarelo).
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Figura 2- Analise de lamina com coloracdo Picrosirius em software Image Pro-Plus.
(A). Apos a visualizagdo da superficie articular, (B) é feita a selecdo da area a ser
avaliada e quantificada na densidade colageno. (C) As fibras colagenas séao
selecionadas e (D) evidenciado a area restante para a diferenciacdo na leitura pelo

software - Jaboticabal, 2015.

3.9. Andlise estatistica
A analise estatistica foi feita com base na analise de variancia das médias das
variaveis da termografia e da perimetria. A técnica estatistica usada para avaliar foi a
analise de variancia de medidas repetidas (ANOVA), utlizando o programa
computacional SAS. As variaveis foram constituidas pelos grupos (GC, GCF, GOA21,
GOA42, GOALa, GOAUS, GOAPrp, GOAPrpLa, GOAPrpUS) e joelhos, formando
delineamento experimental 2x2 nas parcelas, e os momentos (0, 7, 14, 21, 28, 35 e
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42 dias poOs indugcdo OA) como sub parcelas. Para cada grupo foram utilizados 8
animais. As comparacgoes das medias foram feitas usando procedimento de Tukey,
na qual o valor de P<0.05 foi considerada significativa. A avaliacdo estatistica para
microscopia das laminas de Picrosirius utilizou o procedimento de Duncan, com
variavel transformada no log (+1) na proporcao por base em area. A transformacéo foi
feita devido a variabilidade dos dados ser muito alta. Foi levado em consideragéo o
valor de P<0,05 para ser considerada significativa. Para a realizacdo do teste foi

utilizado o programa computacional Prisma.

4. RESULTADOS

4.1 Técnica de inducao da osteoartrite
Os procedimentos referentes a inducdo ou tratamento da osteoartrite
ocorreram sem intercorréncias. Todos 0s animais se alimentaram logo apés o retorno
da anestesia e ndo foram observadas alteracbes que pudessem ser atribuidas ao

protocolo experimental.

4.2 Processo de preparacédo do PRP
Os valores das amostras do sangue total coletado e o valor da concentracéo

plaguetaria do PRP estao ilustrados na Tabela 1.
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Tabela 1. Valores das concentracdes plaquetéarias antes e depois da preparacdo PRP
de coelhos — Jaboticabal, 2015.

220 X103 /L 410 X103 /pL

249 X103 /uL > 700 X103 /uL
239 X103 /uL > 700 X103 /uL
314 X103 /uL > 700 X103 /uL
204 X103 /L > 700 X103 /uL

4.3 Interacdo entre grupo e momento nas avaliacfes perimétricas e
termograficas
Os resultados das anadlises estatisticas das avaliacdes perimétricas e
termograficas demostraram que o teste F da interacdo entre grupos e momentos foi
significativa (P<0,001), mostrando que os grupos tém comportamento diferente ao
longo dos momentos/ tempo. As interpretacées dos significados de grupo e tempo
feitas individualmente ficam prejudicadas (Tabela 2).
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Tabela 2. Resultados da analise de variancia segundo Teste de Tukey a 5% . Escrito
em vermelho, estdo os valores que apresentaram diferenca estatistica significativa—

Jaboticabal, 2015.

Grupo

Joelho
GrupoXJoelho
Momento (tempo)
Grupo X Momento
Joelho X Momento

GrupoX

MomentoXJoelho
C.V.

R.S.

Observacgdo: C.V: Coeficiente variancia; R.S: R- square

45

45

4.4 Avaliagcéo da perimetria

<0,0001

0,0239

0,4364

<0,0001

<0,0001

0,4809

0,9752

1,37

0,83

<0,0001

0,3492

0,9951

<0,0001

<0,0001

0,9069

1,000

5,9

0,66

Na avaliacéo estatistica, houve diferenca no comportamento das médias da

perimetria na comparagdo entre as variaveis. Foram feitas médias de cada grupo

respeitando a avaliacdo segundo o tempo e articulagdo. As médias apresentaram

pouca variancia entre os animais do mesmo grupo ou quando foram comparados os

joelhos no mesmo animal, porém na andlise de variancia houve interacéo significativa

entre os grupos em relacéo ao tempo para a perimetria (P<0,0001) exemplificados na

Figura 3 e Tabela 3.
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Para a avaliagdo do gréfico (Figura 3), foi levada em consideragédo a média do
joelho esquerdo, articulacdo da qual foi induzida a OA. No dia 14 (p6s inducdo OA),
nota-se diferenca (P<0,0001) no GC (com média de 3,50 cm) em comparacao ao
GOAPrp (com média de 4,19 cm). Foi observado no dia 21 diferenca da média da
perimetria (P<0,0001) entre o GC (média de 3,50 cm) e 0 GOA42 (média de 4,28 cm).
No dia 28 verificou diferenca (P<0,0001) do GC (média de 3,50 cm) em relacdo ao
GOAPrp (média de 4,31 cm). Por ultimo, observa-se diferenca (P<0,0001) de todos
0s grupos (média de 4,05, £0,2cm) em relacdo ao GC (média de 3,56 cm) no dia 35.
Os demais dias ndo houve diferenca estatistica relevante. Na Tabela 3, podemos
observar com mais detalhe, os valores das médias e compara-las.

As mensuragbes realizadas a fim de quantificar o diametro articular
(centimetros) do joelho, imediatamente antes da inducdo de OA, aos 7, 15, 21, 28, 35

e 42 dias apoés a inducao estao relatados de forma detalhada no Apéndice A.

Tabela 3. Resultado do estudo comparando o comportamento da perimetria dos
grupos em cada momento/ tempo.

4,50A 3,93A 3,508B 3,508B 3,508 3,56B 3,88A
4,50A 3,75A 3,758B 3,75B 3,88 B 3,94A 3,94 A
4,00B 3,66B 3,44 B 3,69B 0,00C 0,00C 0,00 B
4,00B 3,78A 3,66 B 3,81B 3,81B 3,97 A 4,19 A
4,19B 3,88A 3,63 B 3,63 B 3,598B 3,94A 3,88A
4,00B 4,00A 4,09 A 4,28 A 4,20 A 4,20 A 4,20 A
4,00B 4,00A 4,19A 4,06 A 4,31A 4,03 A 4,03A
4,13B 3,94A 4,00 A 4,19A 4,15A 4,15A 4,15A

4,00B 4,00 A 4,03 A 4,00 A 4,13 A 4,19 A 4,19 A
GC: grupo controle; GCF: grupo solucao fisioldgica; GOA21: grupo osteoartrite 21 dias; GOALa: grupo
osteoartrite laser; GOAUS: grupo osteoartrite ultrassom; GOA42: grupo osteoartrite 42 dias; GOAPrp:
grupo osteoartrite PRP; GOAPrpLa: grupo osteoartrite PRP laser; GOAPrpUS: grupo osteoartrite PRP
ultrassom. As médias seguidas por letras iguais nas colunas, ndo diferem entre si pelo Teste de Tukey
— Jaboticabal, 2015.




27

cm Relacdo tempo X grupo: média perimetria joelho esquerdo

500 T

4,50 |

4,00 |

i C=

3,50 + — e

3,00
0 7 14 21 28 35 42 dias
== GC =@ GCF GOA21 =@=—GOALa =@ GOAUS

GOA42 e=@==GOAPrp e=@==GOAPrpLa ==@==GOAPrpUS
Figura 3. Resultados obtidos da média do diametro articular (joelhos esquerdos) para
avaliacdo perimetria. Nota-se interacdo estatistica relevante na relacdo grupos vs.
tempo. Os grupos foram comparados entre si ao longo do tempo, na qual os séo

expressos em ce ntimetros.

GC: grupo controle; GCF: grupo solucao fisioldgica; GOA21: grupo osteoartrite 21 dias; GOALa: grupo
osteoartrite laser; GOAUS: grupo osteoartrite ultrassom; GOA42: grupo osteoartrite 42 dias; GOAPrp:
grupo osteoartrite PRP; GOAPrpLa: grupo osteoartrite PRP laser; GOAPrpUS: grupo osteoartrite PRP
ultrassom — Jaboticabal, 2015.

4.5 Avaliacdo camera termografica

Todos os valores foram analisados estatisticamente para determinar o nivel de
significancia dos resultados dentro de cada grupo e da correlagédo entre eles. As
alteracdes relevantes foram demonstradas em forma de gréafico (Figura 4). As médias
apresentaram pouca variancia entre os animais do mesmo grupo ou quando
comparando os joelhos no mesmo animal (P=1,000). Na andlise do comportamento
dos grupos em relacéo ao tempo, houve interacao significativa na meédia termografica
(P<0,0001). Foram feitas médias das temperaturas dos joelhos esquerdo ao longo dos
dias e comparando o comportamento dos grupos nos dias 0, 7, 14, 21, 28, 35 e 42.
Os grupos GCF e GOA21 (35,5°C +0,2°C) apresentaram comportamento diferente
(P<0,0001) nos dias 0 e 7 quando comparado ao GC (33,20°C). No dia 14, os grupos
GCF e GOA21 (36,5°C, =0,2°C) mantiveram diferenca (P<0,0001) comparado ao
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grupo GC (34,66°C). Com 21 dias, os grupos GCF e GOA21 (32,05°C, +0,2°C)
mantiveram comportamento distinto (P<0,0001) dos demais grupos, com maior
evidéncia com o GC (34,60°C). No dia 28, os grupos GCF e GOA42 (33,60°C)
apresentaram comportamento distinto (P<0,0001) comparado com 0S outros grupos.
N&o foram observadas diferencas significativas quando comparado os valores dentro
do mesmo grupo ou entre os joelhos do mesmo animal. O GOA21 apresentou queda
no grafico no dia 21, pois realizou-se eutanasia do grupo com 21 dias para verificacao
da OA. Assim como foi feito para a avaliagcdo da perimetria na Tabela 4, podemos
contemplar com detalhes, os valores das médias termograficas e compara-las. Os
valores obtidos de cada animal durante todo o estudo sao demonstrados com detalhes

no Apéndice B.

Tabela 4. Resultado do estudo comparando o comportamento termograficos dos
grupos em cada momento/tempo.

33,14C 33,37C 34,66C 3460A 34,15A 34,08A 34,16A

3548A 3536A 36,66 A 32,22C 33,36B 34,15A 33,57B

3563A 3553A 36,40A 32,05C 0,00C 0,00 B 0,00C

33,83B 3499A 3491B 34,13B 34,41A 3445A 34,30A

33,62B 3526 A 3542B 33,86B 3396A 34,40A 34,27A

32,99C 34,65B 3496B 33,80B 33,67B 34,25A 34,22 A

3294C 3483B 3451C 33,63B 3390A 3393A 33,93A

32,69C 34,50B 34,16C 33,65B 34,12A 33,92A 33,55B

33,30B 3495A 34,70C 33,78B 34,23A 33,90A 33,88A

GC: grupo controle; GCF: grupo solucéo fisiolégica; GOA21: grupo osteoartrite 21 dias; GOALa: grupo
osteoartrite laser; GOAUS: grupo osteoartrite ultrassom; GOA42: grupo osteoartrite 42 dias; GOAPrp:
grupo osteoartrite PRP; GOAPrpLa: grupo osteoartrite PRP laser; GOAPrpUS: grupo osteoartrite PRP
ultrassom. As médias seguidas por letras mailsculas iguais nas colunas, ndo diferem entre si pelo
Teste de Tukey. As médias sdo expressas em grau Centigrados— Jaboticabal, 2015.
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toC Relagao tempo X grupo: média da termografia joelho
esquerdo
37
36
35 N
34 2
33
32
31
0 7 14 21 28 35 42 dias
=@=GC =@= GSF GOA21 =@=GOALa =@=GOAUS

GOA42 «=@==GOAPrp e=@==GOAPrplLa ==@==GOAPrpUS

Figura 4. O gréfico mostra o comportamento das medices termogréficas de cada
grupo ao longo dos 42 dias de tratamento e observagdo. Foram feitas médias das

temperaturas do joelho esquerdo.

GC: grupo controle; GCF: grupo solucao fisioldgica; GOA21: grupo osteoartrite 21 dias; GOALa: grupo
osteoartrite laser; GOAUS: grupo osteoartrite ultrassom; GOA42: grupo osteoartrite 42 dias; GOAPrp:
grupo osteoartrite PRP; GOAPrpLa: grupo osteoartrite PRP laser; GOAPrpUS: grupo osteoartrite PRP
ultrassom.

4.6 Andalise macroscopica

De um modo geral, o aspecto macroscoépico nas articulacdes ap0is a eutanasia
foi semelhante em todos os animais em todos os grupos. Ao avaliar a porgao distal do
fémur (céndilos femorais) apds retirada da patela e ligamento patelar, observou-se a
cartilagem articular brilhante, lisa, sem alteracfes de relevo e, consequentemente,
sem exposicdo do osso subcondral. Como ilustra a Figura 5, de acordo com a
classificagdo proposta (ALBANO et al., 2010), a analise macroscopica se manteve
com grau S/A, apesar de pequenas variagcdes entre 0s animais mas que nao eram

significativas ou justificavam outras classificacdes.
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Figura 5. Porcéo distal do fémur de rato submetido a indugéo de osteoartrite apos
retirada da patela e ligamento patelar. Observa-se a cartilagem articular brilhante, lisa,

sem alteracOes de relevo (seta amarela) - Jaboticabal, 2015

4.7 Andlise histopatoldgica

4.7.1 Avaliacédo histopatoldgica com coloragédo HE

Na avaliagdo microscopica do CG, as articulacdes avaliadas possuiam
aspecto normal, capsula articular com epitélio sem alteracdes (composta por epitélio
pavimentoso estratificado inserida em tecido conjuntivo e adiposo). Os fragmentos
0sseos analisados, juntamente com medula éssea, ndo apresentaram alteracfes
histopatoldgicas (Figura 6).
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No GCF, todos animais apresentaram na avaliagcdo microscopica aumento de
espaco entre as fibras musculares, 87,5% dos animais apresentaram degeneracéo
muscular e em nenhum animal foram encontradas alteracfes 0sseas dignas de nota.

As lesdes encontradas nos animais do GOA21 foram semelhantes ao do GCF.
Foram encontradas degeneracgéo das fibras musculares com aumento do niumero de
ndcleos e areas de hemorragia; areas de angiogénese, com discreta congestdo e
presenca de fibroblastos imaturos, além de atrofia em células epiteliais da capsula
articular; e, por fim, ndo foram encontradas alteracdes dignas de nota na porgao
Ossea.

Na avaliagdo microscopica do GOALa foi detectado discreto infiltrado
inflamatorio (células mono e polimorfonucleares) em regido perivascular, aumento de
espaco entre fibras musculares, angiogénese, degeneracdo e necrose muscular,
degeneracdo do epitélio capsular e atrofia de células capsulares (Figura 7). Nenhuma
alteracdo Ossea digna de nota foi encontrada.

O GOAUS, algumas alteracdes encontradas foram semelhantes ao GOALa,
como por exemplo aumento de espaco entre as fibras musculares e atrofia do epitélio
capsular. Além disto, foram analisadas areas de necrose no epitélio capsular e em
regido subcapsular, degeneracao e necrose muscular, infiltrado inflamatério focal no
periésteo, congestao (Figuras 8 e 9) e hemorragia periosteal e presenca de neutrdéfilos
em regido subcapsular e de medula 6ssea.

As lesBes encontradas nos animais do GOA42 foram variadas. Foram
encontradas capsula articular com epitélio atrofiado em 42,8% dos animais (Figura
10), aumento do espaco entre as fibras musculares em 28,5% dos animais, discreto
infiltrado inflamatério mononuclear no colageno, indicando degeneracédo de colageno
em um animal e capsula com infiltrado inflamatério em 28,5% dos animais. Nao foram
encontradas alteracdes dignas de nota na por¢cdo 6ssea nos animais. Neste grupo
ocorreu o 6bito de um animal durante a inducéo anestésica, permanecendo 7 animais
no total.

Os animais do GOAPrp apresentaram poucas alteragbes. Em quase todos os
animais do grupo, a articulacdo permaneceu sem alteracdes, com excec¢ao de um
animal que apresentou uma discreta neovascularizagédo periarticular (Figura 11).

Apenas 14,28% do grupo apresentou atrofia epitelial da capsula articular, e 14,28%
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apresentou discreto infiltrado inflamatorio subepitelial, e os demais animais n&o
tiveram alteracBes na capsula articular.

O GOAPrpLa apresentou as seguintes alteracdes histopatolégicas na capsula
articular: discreto infiltrado inflamatério de células mononucleares, atrofia capsula
articular, discreto infiltrado inflamatério misto e 57,1% dos animais discreta
neovascularizacdo em regido subepitelial (Figura 12). Apenas 14,28% apresentou
capsula articular normal e 100% dos animais apresentaram 0sso subcondral sem
alteracoes.

Na avaliacdo histopatolégica do GOAPrpUs foram encontrados raros
macréfagos em localizagdo subepiteliais na capsula articular, em 25% animais houve
presenca discreta de infiltrados inflamatérios mistos na camada subepitelial da
capsula, presenca de macréfagos com substancia anfofilica de forma discreta (Figura
13). Apenas 12,5% apresentou discreto infiltrado inflamato6rio misto entre ossos, mas

a maioria dos animais apresentaram 0sso e capsula articular normal.

Figura 6. Fotomicrografia de fragmento de tecido ésseo do joelho esquerdo do rato
do GC. H.E. obj 10x. Notar tecido 6ésseo bem diferenciado (seta preta) com medula
Ossea (*) e tecido cartilaginoso (seta branca) sem alteracdes - Jaboticabal, 2015.
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Figura 7. Fotomicrografia de fragmento de tecido 6sseo do joelho esquerdo de rato
do GOALa. H.E. obj 40x. Notar area de neovascularizagdo (seta) - Jaboticabal, 2015.

Figura 8. Fotomicrografia de capsula articular em rato do GOAUS. H.E. Obj. 40x. A:
Notar células de revestimento sem alteracdes dignas de nota (seta). B: Notar atrofia,
com diminuicdo do namero de células e area com descolamento do revestimento
(seta) - Jaboticabal, 2015.
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Figura 9. Fotomicrografia de fragmento de tecido ésseo do joelho esquerde de rato
do GOAUS. H.E. Obj 40x. Notar congestao vascular (seta) - Jaboticabal, 2015.

Figura 10. Fotomicrografia de capsula articular em rato do GOA42. H.E. Obj. 40x. A:
Notar pequenas areas de inflamacéo na capsula articular (*) e proliferacdo de vasos
sanguineos (seta). B: Notar atrofia, com diminuicdo do tamanho das células (seta)-
Jaboticabal, 2015.
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Figura 11. Fotomicrografia de capsula articular em rato do GOAPrp. H.E. Obj. 40x. A:
Observar processo de neovascularizacao (seta). B: Observar 0sso subcondral sem
alteracdo- Jaboticabal, 2015.

Figura 12. Fotomicrografia de capsula articular em rato do GOAPrpLa. H.E. Obj. 40x.
Notar pequenas areas de neovascularizacao (seta preta) e inflamacdo no tecido
conjuntivo da cépsula articular ( * ) — Jaboticabal, 2015.
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Figura 13. Fotomicrografia de capsula articular em rato do GOAPrpUS. H.E. Obj. 40x.
Notar presenca de macréfagos (setas) com contetdo anfofilico no citoplasma -
Jaboticabal, 2015.

A Tabela 5 refere-se as alteracdes histopatolégicas encontradas nas laminas com

coloracdo em HE, descritas de acordo com cada grupo.
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Tabela 5. Resultado da analise histopatologica das laminas com coloracdo em H.E.
Os resultados foram relacionados de acordo com nas alteragbes encontradas nas
laminas e na quantidade de animal afetado dentro de cada grupo — Jaboticabal, 2015.

Degeneracdo/ - 7/8 6/7 3/8 1/8 - = z
necrose da fibra

muscular

Aumento de espaco - 8/8 1/7 5/8 4/8 27 - - -
entre as fibras

musculares

Hemorragia fibras - - 3/7 = = - - - -
musculares

Atrofia/degeneracdo - - 6/7 5/8 8/8 3/7 1/7 17 -
células epiteliais

capsula articular

Neovascularizagao - - 717 1/8 - - 1/7 417 -
Congestao - - 5/7 - - - - - -
perivascular cdpsula

articular

Infiltrado inflamatério - - - 3/8 3/8 2[7 17 3/7 2/8
subepitelial capsula

Neutroéfilo/ - - - - 1/8 - - - 2/8
macréfagos sub

capsular

Necrose subcapsular - - = = 3/8 - - - -
Infiltrado inflamatério = - - - - 3/8 - - - 1/8
peridsteo

Congestio/ = = = - 5/8 - - - =
Hemorragia periosteo

Infiltrado inflamatério - - - - - 17 - - -
colageno

Degeneragao dsseo - - = = = = = - -

GC: grupo controle; GCF: grupo solucao fisioldgica; GOA21: grupo osteoartrite 21 dias; GOALa: grupo
osteoartrite laser; GOAUS: grupo osteoartrite ultrassom; GOA42: grupo osteoartrite 42 dias; GOAPrp:
grupo osteoartrite PRP; GOAPrpLa: grupo osteoartrite PRP laser; GOAPrpUS: grupo osteoartrite PRP

ultrassom; (-) auséncia animais afetados.
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4.7.2. Avaliagao histopatol6gica com coloragédo Picrosirius

Apos a selecdo de uma porcdo da superficie articular, a quantificacdo da
densidade de estruturas presente na area foi feita (Figura 14). As diferencas nos
valores medianos encontrados entre os grupos de tratamento foram significativos,
sugerindo que houve diferenca estatistica (P=0,0440). A diferenca estatistica do grupo
GC em relacdo aos grupos GOA42 e GOAPrpLa e entre os grupos GOAUS e
GOAPrpLa. No intuito de facilitar a compreensédo, os valores foram expressos em
tabela (Tabela 6) e na figura (Figura 15). Observou-se que as fibras coldgenas néo
estdo presente somente na superficie articular, mas em toda estrutura articular. Com
a coloracdo Picrosirius € possivel observar variagdes nas coloracfes vermelha,

amarelo e verde, que séo indicativos da presenca de colageno no tecido.

Figura 14. Imagens de lamina em coloracdo Picrosirius, onde a coloracdo verde
representa a area com de coladgeno e em amarelo area formada por demais tecidos.
A: Lamina do joelho esquerdo de rato do GC; B: Lamina do joelho esquerdo de rato
do GOAPrpLa. Observa-se diferentes areas corada em verde quando comparadas—
Jaboticabal, 2015.
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Tabela 6. Avaliacdo da densidade de fibras colagenas encontradas na superficie
articular do joelho esquerdo dos ratos.

18.319
11.203
12.301
13.793
7.963
10.165
6.214
10.583

Observacgdo: GC: grupo controle; GCF: grupo solucgéo fisioldgica; GOALa: grupo osteoartrite laser;
GOAUS: grupo osteoartrite ultrassom; GOA42: grupo osteoartrite 42 dias; GOAPrp: grupo osteoartrite
PRP; GOAPrpLa: grupo osteoartrite PRP laser; GOAPrpUS: grupo osteoartrite PRP ultrassom. (*)
Média obtida pelo teste de Duncan — Jaboticabal, 2015.

o5 I Grupo controle

[ Grupo solugéo fisiologica

I Grupo osteoartrite laser

I Grupo osteoartrite ultrassom
I Grupo osteoartrite 42 dias

20 4 [ Grupo osteoartrite PRP

I Grupo osteoartrite PRP laser
I Grupo osteoartrite PRP ultrassom

Colageno %
—
i

Grupos

Figura 15. Gréfico ilustrando as médias dos grupos, em porcentagem, do colageno
encontrado nas amostras das laminas em coloracéo Picrosirius — Jaboticabal, 2015.
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5. DISCUSSAO

A papaina € uma enzima proteolitica, utilizada frequentemente como indutora
de osteoartrite em estudos experimentais. Murat et al. (2007), Rosa et al. (2012) e
outros pesquisadores mostraram ser possivel induzir a osteoartrite em joelhos de ratos
com solucéo de papaina 4% em um curto periodo de tempo. Tais estudos sugeriram
3 aplicacdes com intervalos de 3 dias para a indugcéo da OA. No presente trabalho
optou pela aplicacao Unica para verificar o processo inicial da osteoartite. Todos os
grupos induzidos pela papaina desenvolveram sinovite em diferentes graus, porém
nao foram observados lesdes na matriz cartilaginosa das articulagcdes dos animais no
periodo de estudo. Sabe-se que o desenvolvimento da sinovite esta intimamente
relacionado ao progresso da OA (ATUKORALA et al., 2015; AYRAL et al., 2005).

O objetivo do presente estudo foi induzir a OA em ratos com uma unica
aplicacao de papaina 4% intra-articular, o que poderia facilitar futuros experimentos
utilizando o mesmo modelo. Porém tal modelo de inducdo por nés proposto néo foi
suficiente para o desenvolvimento da OA, sendo observada apenas a ocorréncia de
sinovite. Os protocolos de tratamento propostos também podem ser utilizados em
caso de sinovite (NAKAMURA et al., 2011; WANG et al., 2014)

O PRP vem ganhando espaco nas pesquisas atuais devido ao potencial que
possui no processo de reparacado tecidual, pois € capaz de estimular a mitogénese,
angiogénese, quimiotaxia e diferenciacao celular através da liberacdo de fatores de
crescimento presentes nas plaguetas. Para isso, o processo de centrifugacédo e a
concentracdo plaquetaria sdo fatores importantes para o sucesso do PRP. Nesta
pesquisa, a contagem plaquetéria apds o processo de centrifugacao e preparo do PRP
apresentou-se maior quando comparada com a amostra inicial, indicado pela alta
concentracdo plaquetaria vista pela avalicdo na Camera de Neubauer indicando
sucesso na técnica. Os resultados obtidos neste trabalho foram semelhantes aos
estudos de Ji, Ting e Changqging (2011). Del Carlo et al. (2009) relatam que a
contagem plaquetaria deve ser superior a 1.000.000 plaquetas/uL. Porém Lopez-
Vidriero et al. (2010) sugerem que o numero de plaguetas necessaria para se obter o
efeito O6timo regeneracdo em tecidos 0sseos deve ser entre 503.000 e 1.729.000
plaguetas /uL de PRP. Além disso, referem que concentra¢cdes abaixo de 380.000
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plaguetas /uL pode gerar efeito abaixo do ideal, e concentragdes superiores a
1.800.000 plaquetas /UL podem ter efeito paradoxal inibidora. Maia et al. (2009)
obtiveram resultado positivo com a utilizacdo de PRP em tendinites em equinos
provocado por colagenase, na qual a concentracao plaguetaria do PRP variou entre
350.000 a 500.000. O método por noés utilizado permite afirmar que a quantidade de
plaguetas no PRP era > 700.000, porém sem valores bem definidos na contagem
plaguetaria do PRP no presente estudo. O resultado final no processo do PRP
alcancou os efeitos terapéuticos desejados. O protocolo de dupla centrifugacao,
utilizado no atual trabalho, foi adequado para obtencdo de PRP, processo semelhante
ao descrito por Morato (2013), que utilizou PRP em enxertos 6sseos em coelhos,
obtido pelo método de dupla centrifugacdo, com tempos e velocidades analogos aos
utilizados neste ensaio.

A escolha do citrato de sodio como anticoagulante resultou no sucesso do
preparo do PRP. Filardo et al. (2011) e Gormeli et al. (2015) utilizaram citrato de sodio
como fator anticoagulante e obtiveram sucesso no tratamento de pacientes humanos
com OA. Contudo, na literatura séo citados outros anticoagulantes como solucéo de
citrato de dextrose (SAMPSON, 2010). Elegeu-se o citrato de sodio devido sua facil
obtencao, e por adquiri-lo em tubos estéreis, diminuindo a contamina¢cao no momento
da colheita.

O gluconato de calcio utilizado neste ensaio, € o ativador plaquetario mais
empregado para estimular a producdo de trombina e liberacdo de fatores de
crescimento. Knop, Paula e Fuller (2015), em uma reviséo sistematica, relatam que
outros ativadores ja foram descritos em artigos como trombina bovina e o colageno
tipo I. Referem que o colageno tipo | estimula a liberacdo dos granulos plaguetarios
de forma gradativa, diferente da trombina que ocorre a liberacdo dos fatores de
crescimento de forma imediata. Em contra partida, Gobbi et al. (2012) obtiveram
resultados satisfatorios no tratamento dos sintomas em joelhos com OA em humanos,
sem a ativacdo prévia dos fatores de crescimento do PRP. Lopez-Vidriero et al. (2010)
sugerem o uso de gluconato de célcio, uma vez que trombinas exdgenas poderiam
causar reacoes imunes adversas no local.

Com o propdsito de avaliar o comportamento do PRP xendgeno, o presente

trabalho propés o uso de PRP de coelhos em lesdes articulares de ratos. Trabalho
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semelhante foi feito, empregando PRP humano em lesfes articulares em coelhos.
Rezende et al. (2010) verificaram que o PRP humano reduziu a apoptose em lesdes
traumaticas em condrdcitos de coelhos. O presente trabalho corrobora os resultados
encontrados no artigo citado apesar de a apoptose ndo ser objeto da avaliacdo
histopatologica.

No processo patogénico da OA, os danos da cartilagem e da membrana
sinovial podem levar a alteracdes edematosas nos tecidos adjacentes, com infiltracédo
de neutrdfilos, presenca de fibrose seguida de alteracdo na circulagcdo e dor como
consequéncias do processo inflamatério local. A mensuracdo do diametro articular
pode ser de grande valia como parametro simples e rapido da evolucao clinica da OA.
Na avaliacdo da perimetria, conforme descrito nos estudos de Ji, Ting e Changging
(2011) e Calado et al. (2015), foram observados aumento do diametro articular nos
joelhos induzidos a OA nos primeiros 14 dias ap6s a inducdo. O mesmo resultado nao
foi observado no presente trabalho nos grupos GC, GCF, GOA21, GOALa e GOAUS,
onde foram evidenciadas diminuicdo da perimetria nos dias 0 at¢é o 14. Em
contrapartida, houve aumento do diametro articular nos grupos GOA42, GOAPIp,
GOAPrpUS, GOAPrpLa. Devido a heterogeneidade dos dados da perimetria na
presente pesquisa, sugere-se que o comportamento dos animais tenha prejudicado
tal mensuracéo, principalmente no inicio do experimento, quando ainda ndo estavam
habituados com manipulacéao.

A trena antropométrica € uma forma barata e comum de mensuracdo, sendo
comumente utilizada na rotina de médicos veterinarios fisioterapeutas. Outros
métodos foram descritos para a verificacdo do edema articular. Pereira et al. (2008)
utilizaram pletismémetro de agua para realizar a mensuracao da perimetria de joelhos
artriticos em ratos. Ja Bressan et al. (2006), utilizaram paquimetro para as
mensuragcdes do edema nas articulacdes de ratos com OA.

N&ao houve diminuicdo da perimetria nos joelhos dos animais dos grupos
GOAUS e GOAPrp, apds inicio do tratamento quando comparada aos demais grupos.
Chung et al. (2012) avaliaram diferentes protocolos de UST em ratos com OA por meio
da mensuracdo do edema com trena flexivel e por analise histolégica dos joelhos.
Concluiram que o melhor protocolo foi na dose de 0,2W/cm?, modo continuo, 1MHz,

no qual observaram maior reducdo do didmetro articular e na analise histologica,
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observaram reducdo do infiltrado de células inflamatérias na membrana sinovial. Em
contrapartida, assim como o presente trabalho, Pereira et al. (1998) avaliaram o uso
de UST de forma isolada ou em conjunto com indometacina em articulacdes de ratos
com OA induzida. O uso isolado do UST néo interferiu no desenvolvimento do edema
e propiciou aumento na dor articular nos ratos tratados. O autor observou melhor
resultado terapéutico com o uso conjunto do UST com indometacina. Da mesma forma
que Pereira et al. (1998) ndo foi observado uma diminuicado da perimetria articular no
GOAPrpUS e GOAUS. Na literatura compilada ndo foram encontrados trabalhos
relacionado ao uso conjunto de PRP e UST que pudéssemos utilizar para discutir tal
resultado.

No grupo GOALa nao foi observada diminuicdo do diametro articular. Em
concordancia ao presente estudo, um experimento controlado por placebo duplo-cego
randomizado, Heged(s et al. (2009) avaliaram a eficacia do LTBI no controle da dor,
edema e a manutencdo da amplitude em pacientes humanos com OA. Verificou-se
que a utilizacdo de LTBI de comprimento de onda de 830 nm, de onda continua,
poténcia de 50mW na densidade de energia de 6J foi ineficaz no controle do edema
articular. No entanto, quando observamos o grupo GOAPrpLa, o diametro articular
diminui no 28° dia ap6s a aplicacdo do PRP e do LTBI quando comparamos ao
GOA42. Supbde-se que o LTBI auxiliou no processo de absorcédo e ativacdo do PRP,
auxiliando no processo de controle de edema articular. Faltam informacfes na
literatura para confirmar a nossa hipotese.

Nos grupos GC, GCF, GOALa e GOAUS houve aumento da perimetria nos
dias 28, 35, e 42. A hipGtese para esse aumento das médias da perimetria seria pelo
peso e tamanho dos animais, ja que no inicio do experimento o peso médio dos
animais era 3009 e ao final, 450g.

No GOA42 foi observado aumento progressivo da perimetria até o 21° dia
(média de 4,28 cm), seguido por queda (4,20 cm) no 28° dia e estabilizando nos dias
restantes. No GOA21 observou-se aumento do edema articular no dia 21. Tal
comportamento também foi observado no artigo de Pereira et al. (1998), onde o pico
maximo do edema foi no 21° dia, sugerindo o estagio maximo da inflamacao articular.

Os autores também ndo observaram diferenca estatistica dos valores de edema
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obtidos quando compararam as duas patas dos animais, assim como 0 presente
trabalho.

Quando avaliamos o GOAPrp, observamos que, ap0s a aplicacdao do PRP
houve aumento do diametro articular no 28° dia (4,31cm), mas no 35° dia o diametro
articular diminuiu significantemente (4,03cm), chegando préximo ao didmetro articular
do dia 0 (4,00cm). Os valores da circunferéncia articular permaneceram menores
quando comparado ao GOA42, o que sugere que o PRP agiu como
antiedematogenico. Ji, Ting e Changqing (2011) também observaram comportamento
semelhante ao aplicar PRP intra-articular em ratos com OA induzida, onde no grupo
tratado com PRP, a perimetria mostrou diferenca significativa quando comparada ao
grupo sem tratamento.

A avaliacao termografica pode ser util no diagnéstico rapido e nao invasivo do
processo inflamatoério. 